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1. Einleitung 
Degenerative Erkrankungen der Netzhaut, wie zum Beispiel die altersbedingte 
Makuladegeneration (AMD), führen zu morphologischen Veränderungen des retinalen 
Pigmentepithels (RPE) und der Bruch’schen Membran, die wiederum mit einer 
Atrophie der Choroidea und einem irreversiblen Untergang von Photorezeptorzellen 
einhergehen. Aktuell verfügbare Therapien können zwar das Risiko für einen schweren 
Visusverlust verringern, führen jedoch meist nicht zu einer signifikanten Verbesserung 
der Lebensqualität betroffener Patienten. Daher wird ein kurativer Behandlungsansatz, 
der eine anatomische Rekonstruktion des subretinalen Raums ermöglicht, dringend 
benötigt. Da sich die Transplantation von Zellsuspensionen als nicht erfolgreich 
herausgestellt hat, wird derzeit die Methode des „Tissue Engineering“ getestet. Diese 
Technik beinhaltet die Kultivierung von RPE-Zellen auf einem Substrat, das 
anschließend zusammen mit dem Zellverband in den subretinalen Raum eingebracht 
wird. Im Rahmen dieser Arbeit sollen bovines Kollagen und Polyamid als potentielle 
Trägermaterialien wissenschaftlich untersucht werden. 
1.1 Anatomie der Retina 
Die Retina entsteht aus der so genannten (sog.) Augenblase. Diese stülpt sich aus 
dem Diencephalon aus und induziert an der Stelle, an der sie auf das Kopfektoderm 
trifft, die Ausbildung der Linse. Sie selbst entwickelt sich zum neuroektodermalen 
Augenbecher, der mit seinem äußeren Blatt das einschichtige RPE und mit seinem 
inneren Blatt die neurosensorische Retina bildet. Zwischen RPE und 
neurosensorischer Retina entsteht der subretinale Spalt (Gilbert, 2003). 
 
Abbildung 1: Die Augenblase (optic vesicle), eine Ausstülpung des Zwischenhirns, entwickelt sich 
nach Induktion der Linse (lens placode) am Kopfektoderm zum Augenbecher (optic cup), der mit 
seiner äußeren Schicht (outer layer) das RPE und mit seiner inneren Schicht (inner layer) die 
neurosensorische Retina bildet.  
Quelle: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9993/figure/A1022/?report=objectonly  
(Stand: 13.11.2011) 
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Der Augenbecher liefert auch die Epithelien von Kornea und Konjunktiva, während 
Sklera und Uvea überwiegend mesenchymalen Ursprungs sind (Lüllmann-Rauch, 
2003). Aufgrund seiner Herkunft kann sich das RPE auf festen zweidimensionalen 
Basalmembranproteinflächen in pleomorphes Neuroepithel, auf hoch biegsamen 
Basalmembranproteingelen in pseudogeschichtetes Neuroepithel und auf seiner 
nativen Basalmembran in geschichtetes, der Retina gleichendes Neuroepithel 
umwandeln (Opas, 1994). Es beeinflusst nicht nur die Bildung der Sklera und 
Differenzierung der Photorezeptoraußensegmente, sondern auch die Entwicklung der 
Choriokapillaris insbesondere ihre Fenestrierung (Gilbert, 2003) 
1.1.1 Gefäßversorgung  
Die Retina erhält Zuflüsse aus zwei aus der Arteria (A.) ophthalmica stammenden 
Gefäßsystemen.  
 Die A. centralis retinae tritt über den Sehnerv ins Auge ein und versorgt mit vier 
sog. Endarterien die inneren Nervenfaserschichten der Retina bis zur inneren 
Körnerschicht (Weiter & Ernest, 1974). Ihre Kapillaren reichen bis an den Rand der 
Fovea, die gefäßfrei ist und von der Choriokapillaris gespeist wird. Die Venolen 
sammeln sich in der Vena (V.) centralis retinae, die den gleichen Verlauf wie die 
Arterie nimmt (Lüllmann-Rauch, 2003). 
 Das Gefäßnetz der Choroidea, die Arteriae ciliares posteriores breves, 
versorgen das äußere Drittel der Retina (Weiter & Ernest, 1974). Sie bilden unter 
anderem (u.a.) die Lamina choroidocapillaris, eine aus weiten Kapillaren bestehende 
Zone, die an das RPE grenzt. Der Blutabfluss aus diesem Gebiet erfolgt über die vier 
Venae vorticosae (Lüllmann-Rauch, 2003). 
 Zur Abschirmung vor im Blut zirkulierenden Stoffen besitzt das Auge eine Blut-
Retina-Schranke, die durch das RPE und dessen Basalmembran gebildet wird 
(Lüllmann-Rauch, 2003). 
1.1.2 Neurosensorische Retina 
Der innere Teil der Netzhaut, die neurosensorische Retina, hat eine Dicke von etwa 
200 Mikrometer (µm) und besteht aus drei zellulären (äußere und innere nukleäre 
Schicht und Ganglionzellschicht) und zwei dazwischenliegenden synaptischen 
Schichten (äußere und innere plexiforme Schicht). Lichtimpulse, die auf das Auge 
auftreffen, wandern durch die transparente Retina und werden von den äußeren 
Segmenten der Photorezeptoren, deren Perikarien in der äußeren nukleären Schicht 
liegen, aufgenommen (Dowling, 1987). 
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Abbildung 2: Schichtung der Retina in drei zelluläre (äußere und innere nukleäre 
Schicht (ONL, INL) und Ganglionzellschicht (GCL)) und zwei dazwischenliegende 
synaptische Schichten (äußere und innere plexiforme Schicht (OPL, IPL)).  
Quelle: University of Melbourne: Department of Anatomy and Cell Biology 
http://www.anatomy.unimelb.edu.au/researchlabs/rees/images/retina.jpg  
(Stand: 13.11.2011) 
Die menschliche Retina besitzt zwei Typen von Photorezeptoren: circa (ca.) sechs 
Millionen (Mio.) Zapfen, die für das Farbsehen und eine höhere Auflösung bei 
Tageslicht zuständig sind und über 125 Mio. lichtempfindliche Stäbchen. In der Fovea 
einer mittig gelegenen, avaskulären Vertiefung der Makula, finden sich ausschließlich 
Zapfen. Zudem kommt es in dieser Region aufgrund einer Ausdünnung der inneren 
Retinaschichten zu einer Verringerung des Streueffektes, weshalb die Makula den 
Bereich des schärfsten Sehens bildet (Campbell & Reece, 2009). 
 Die Photorezeptoren enthalten das Sehpigment Rhodopsin, in dem nach 
Lichtabsorption eine Stereoisomerisation des 11-cis-Retinals zur all-trans-Form abläuft. 
Dadurch kommt es zu einer Aktivierung des Rhodopsins, die eine Signaltransduktion in 
Gang setzt, die wiederum eine Hyperpolarisation der Photorezeptorzellen zur Folge 
hat. Durch ihre Kontakte zu verschiedenen retinalen Neuronentypen führen die 
Photorezeptoren anschließend zu einer Verarbeitung und Weiterleitung der visuellen 
Information ins Gehirn (Campbell & Reece, 2009). 
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1.1.3 Retinales Pigmentepithel 
Das RPE stellt eine kontinuierliche Einzelschicht von kuboidalen, Melanin-haltigen 
Zellen dar und sitzt mit seiner Basalmembran fest auf der Bruch’schen Membran auf, 
die die Choriokapillaris von der Retina trennt. In vitro zeigt es nach 3-5 Tagen 
Kultivierung eine typische Morphologie: dichte Kolonien bestehend aus kleinen 
polygonalen und uniformen Epithelzellen (Flood et al., 1980). 
 RPE-Zellen weisen eine strukturelle und funktionelle Polarität auf: an der 
apikalen Oberfläche befinden sich Mikrovilli und Invaginationen, mit denen die 
Epithelzellen die Spitzen der Photorezeptorfortsätze umfassen, an der basalen Seite 
weisen sie Einfaltungen zur Vergrößerung der Oberfläche auf und die laterale Seite 
trägt mit tight junctions, adherent junctions, Desmosomen und gap junctions zur Blut-
Retina-Schranke bei (Lüllmann-Rauch, 2003). 
 RPE und Choriokapillaris interagieren und wirken zusammen mit der 
Bruch’schen Membran als strukturelle Einheit, die den Photorezeptormetabolismus 
unterstützt (Castellarin et al., 1998a). Das RPE stellt nicht nur eine Stütze für die 
Photorezeptoren dar, sondern erleichtert auch den Stoffaustausch zwischen diesen 
und der Choriokapillaris, indem es z.B. den aktiven Transport von Ionen, Wasser und 
Vitamin A vermittelt. Außerdem ist es am Umsatz der Rezeptorzellfortsätze beteiligt 
(Klinke & Silbernagl, 2003). Durch Lichtabsorption trägt das RPE zudem zur 
Vermeidung von Streuung bei. Weiterhin synthetisiert es eine Reihe von Zytokinen und 
deren Rezeptoren wie z.B. Fibroblast Growth Factor (FGF), Transforming Growth 
Factor β (TGFβ), Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Insulin-like Growth Factor 
(IGF) und Neurotropine, die autokrine Funktionen ausüben oder andere Zelltypen 
stimulieren (Kociok et al., 1998). Durch die Produktion des vaskulären endothelialen 
Wachstumsfaktors (VEGF = vascular endothelial growth factor) hat das RPE einen 
trophischen Effekt auf die stark vaskularisierte, permeable und fenestrierte 
Choriokapillaris. Schließlich spielt es auch eine Rolle in der Wiederherstellung 
zerstörter Bruch’scher Membran (Blaauwgeers et al., 1999). 
 Da das RPE zusammen mit den Photorezeptoren essentiell für die Übertragung 
von Sehwahrnehmungen ist, können Veränderungen seiner Struktur oder Funktion, 
z.B. durch altersbedingte Ablagerung von Zelldebris in verschiedene Schichten der 
Bruch’schen Membran, den Photorezeptoren und damit der Sehschärfe schaden 
(Custer & Bok, 1975; Strauss, 2005). Dies ist bei Erkrankungen wie z.B. der AMD der 
Fall. 
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1.2 Anatomie der Konjunktiva 
Die Konjunktiva ist eine dünne, transparente, muköse Membran, die die innere 
Oberfläche der Lider und die vordere Oberfläche der Sklera bedeckt (Lüllmann-Rauch, 
2003). Sie besitzt ein mehrschichtiges, unverhorntes Plattenepithel, welches eine 
Fortsetzung des Korneaepithels darstellt, und zwei bis fünf Schichten kolumnaler 
Epithelzellen aufweist. Das subkonjunktivale Stroma setzt sich aus einer Drüsenschicht 
und einer fibrösen Schicht zusammen, die aus lockerem Bindegewebe besteht und 
Abwehrzellen, Mastzellen und viele Blutgefäße enthält (Lüllmann-Rauch, 2003). 
 Die Konjunktiva besitzt die Fähigkeit zur spontanen Wundheilung. Diese 
beinhaltet Reepithelialisierung, Wundkontraktion und schließlich Formation einer 
subkonjunktivalen fibrösen Narbe, die durch Migration und Proliferation von 
Fibroblasten und durch Synthese und Anordnung von Kollagenfaserbündeln im 
Wundbett entsteht (Thomas et al., 1999). 
1.3 Immunologie des Auges 
Das Auge als Teil des Nervensystems zählt zu den immunologisch privilegierten 
Bereichen des Körpers (Streilein et al., 1980; Jiang & Streilein, 1991; Jiang et al., 
1993; Wenkel & Streilein, 1998). Aus diesem Grund zeigen allogene und xenogene 
Transplantate intraokular ein längeres Überleben als an anderen, nicht privilegierten 
Körperstellen (Cousins et al., 1991; Jiang et al., 1993).  
 Das Immunprivileg des Auges bezieht sich sowohl auf den Vorder- als auch auf 
den Hinterabschnitt. In der Vorderkammer des Auges liegt die sog. „anterior chamber-
associated immune deviation“ (ACAID) vor. Sie bewirkt durch die Produktion 
autoantigen-spezifischer Suppressor-T-Zellen in der Milz (Jiang et al., 1993; Jiang et 
al., 1994; Grisanti et al., 1997) eine Verhinderung der Induktion und Expression einer 
„delayed type hypersensitivity“ (DTH) gegen RPE-spezifische Antigene. Die ACAID 
schützt das Auge im Falle einer Zerstörung der anatomischen Barrieren z.B. bei 
Entzündung, Infektion oder Trauma und vermindert postoperative Entzündungs- oder 
Immunantworten (Jiang et al., 1993). 
 Im Subretinal- und Glaskörperraum herrscht aufgrund konstitutiv sezernierter 
immunsuppressiver Zytokine wie z.B. dem TGF-β ebenfalls ein immunsuppressives 
Milieu. Weder Vorderkammer noch Glaskörperraum weisen signifikante lymphatische 
Drainagewege oder eine Blut-Gewebe-Schranke auf. Außerdem sind sie von 
Geweben, die keine Antigen-präsentierenden Zellen aufweisen, umgeben (Jiang & 
Streilein, 1991). Schließlich trägt auch die Blut-Augen-Schranke zu einer 
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Verminderung der Antigen-spezifischen systemischen Immunität bei (Wekerle et al., 
1987; Cousins et al., 1991; Wenkel & Streilein, 1998). 
 Trotz des Immunprivilegs ist die Abstoßung von allogenen RPE-Zellen eine 
signifikante Komplikation nach RPE-Zell-Transplantation (Jiang et al., 1993; Jiang et 
al., 1994). Viele Faktoren können die Immunreaktion auf ein Transplantat beeinflussen: 
Histokompatibilität (Zhang &  Bok, 1998), Gewebsstruktur des Transplantats (Wenkel &  
Streilein, 2000), Substrattyp des Trägermaterials (Bhatt et al., 1994; Rezai et al., 
2000), Verlust der Blut-Retina-Schranke (Wenkel & Streilein, 1998) und lokale oder 
systemische Immunsuppression (Del Priore et al., 2003). Man sucht daher nach 
möglichst biokompatiblen Trägermaterialien für den intraokularen Gebrauch und 
favorisiert autologe anstelle von allogenen Zellen.  
1.4 Altersbedingte Makuladegeneration (AMD) 
Die AMD stellt neben der Katarakt, dem Glaukom und der diabetischen Makulopathie 
eine der häufigsten Erblindungsursachen älterer Personen der westlichen Gesellschaft 
dar (Klaver et al., 2001; Pascolini et al., 2004). Weltweit beläuft sich die Zahl der 
Patienten auf mehr als 25 Mio., in Deutschland sind ca. 4,5 Mio. Menschen betroffen, 
wobei angesichts der demographischen Entwicklung mit einer Zunahme der 
Betroffenen zu rechnen ist (Friedman et al., 2004). 
1.4.1 Ätiologie und Pathogenese 
Ätiologie und Pathogenese der AMD sind noch nicht eindeutig geklärt. Man geht davon 
aus, dass die Erkrankung durch einen multifaktoriellen Prozess hervorgerufen wird, in 
dem externe Umwelteinflüsse und eine starke genetische Komponente 
zusammenwirken. Als gesicherte externe Umwelteinflüsse beziehungsweise (bzw.) 
Risikofaktoren gelten intensive Lichtexposition (Tomany et al., 2004) und 
Nikotinabusus (Smith et al., 2001). Beide führen zu einer Verminderung antioxidativ 
wirksamer retinaler Enzyme in der Makula. Eine starke Korrelation der Entwicklung 
einer AMD mit dem Patientenalter und einer positiven Familienanamnese verdeutlicht 
die Beteiligung einer genetischen Komponente. Es konnten bereits mehrere 
Polymorphismen z.B. im Komplementsystem (Degn et al., 2011) nachgewiesen 
werden, die zu einer genetischen Prädisposition beitragen.  
 Externe Umwelteinflüsse und genetische Faktoren verursachen durch Ischämie, 
Veränderungen der Bruch’schen Membran, oxidativen Stress, Lipofuscin-Akkumulation 
oder Autoimmunprozesse einen RPE-Schaden. Die resultierende Dysfunktion von 
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RPE, Bruch’scher Membran und Choriokapillariskomplex hat schließlich den Verlust 
der makulären Photorezeptoren zur Folge (Green et al., 1985). 
1.4.2 Formen 
Die AMD lässt sich in ein Frühstadium, auch altersabhängige Makulopathie genannt, 
und ein Spätstadium einteilen. Das Frühstadium ist charakterisiert durch 
opthalmoskopisch sichtbare Veränderungen des Augenhintergrundes wie Drusen und 
Pigmentunregelmäßigkeiten des RPE und ist immer nicht-exsudativ (Crabb et al., 
2002). 
 Im Spätstadium werden zwei Formen unterschieden. Die sog. nicht-exsudative 
AMD ist häufiger (80 Prozent (%) der Patienten) und beschreibt die geographische 
oder areoläre Pigmentepithelatrophie. Die exsudative AMD ist seltener (20 % der 
Patienten) und zeichnet sich durch die Ausbildung seröser RPE-Abhebungen und/ 
oder verschiedener neovaskulärer Formen der AMD aus, die zu subretinalen bzw. 
intraretinalen Blutungen und schließlich zur Bildung einer disziformen Narbe führen 
können (Green, 1999). 
 Die Entstehung der für die feuchte AMD typischen choroidalen 
Neovaskularisationen (CNV) wird auf eine gesteigerte Bildung bzw. eine Akkumulation 
von VEGF zurückgeführt (Blaauwgeers et al., 1999). Ursachen der VEGF-Erhöhung 
sind Lipid-Ablagerungen, die zu einer Verminderung der Diffusion zwischen Retina und 
Choroidea führen, eine Verminderung der makulären Blutversorgung und oxidativer 
Stress, der eine proangiogenetische Wirkung besitzt (Aiello et al., 1995; Pierce et al., 
1995; Duh & Aiello, 1997). Je nach Lage der CNV und ihrem Darstellungsmuster in der 
Fluoreszenzangiographie kann man die exsudative AMD in eine klassische oder 
okkulte Form oder deren Mischtypen einteilen.  
 Im Endstadium der AMD führen Exsudationen, Blutungen, Gefäßproliferationen, 
Hyperplasie der RPE-Zellen und Invasion von Entzündungszellen und Fibroblasten zur 
Bildung einer disziformen Narbe und zur Atrophie der umliegenden Gewebsschichten. 
Es kommt zu einer irreversiblen Degeneration der neuronalen Zellelemente (Green, 
1999). 
1.4.3 Symptome 
Im Frühstadium der AMD geben die Patienten meist nur eine geringfügige subjektive 
Sehverschlechterung, Schwierigkeiten bei der Hell-Dunkel-Adaptation und leichte 
Metamorphopsien an. Bei der nicht-exsudativen Form schreitet der Visusverlust nur 
langsam voran, während Patienten mit der exsudativen Form der AMD eine raschere 
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Visusminderung erleiden (Sunness et al., 1997). Durch große Blutungen kann es 
zusätzlich bei der exsudativen AMD zu plötzlichen Visusverlusten kommen. Das 
Spätstadium der AMD zeichnet sich durch eine Abnahme des Meta-Visus und zentrale 
und perizentrale Skotome aus. Im Stadium der disziformen Narbe ist meist kein 
Lesevisus mehr vorhanden, je nach Größe der Läsion beträgt der Visus oft weniger als 
0,1 (Hansen, 2007). 
1.4.4 Therapie 
Thermische Laserkoagulation, bei der eine thermische Destruktion des retinalen und 
choroidalen Gewebes erfolgt, war lange Zeit die meistgenutzte Therapieform bei 
Patienten mit AMD. Sie hat sich besonders bei sehr kleinen subfovealen 
neovaskulären Membranen (Bressler et al., 2000), gut demarkierten Grenzen (Bressler 
et al., 2000), extra- und juxtafovealen CNV (Falkner et al., 2007) und sehr geringer 
Sehschärfe (Macular Photocoagulation Study Group, 1991) als hilfreich erwiesen. 
Nachteil der Laserkoagulationstherapie ist jedoch die Beschädigung der unmittelbar 
benachbarten Retina und die damit verbundene sofortige signifikante 
Sehverschlechterung vor allem (v.a.) bei juxtafovealen CNV (Macular 
Photocoagulation Study Group, 1994). Zudem kommt es bei 50 % der Patienten 
innerhalb von zwei Jahren zu einem Rezidiv (Macular Photocoagulation Study Group, 
1993). 
 Im Gegensatz zur unspezifischen, definitiven thermischen Laserkoagulation 
führt die in den 90er Jahren entwickelte photodynamische Therapie mit Verteporfin 
durch einen photochemischen Prozess zu einer sog. Photothrombose, also einem 
reversiblen Gefäßverschluss (Miller et al., 1999). Sie scheint vor allem bei großen, 
klassischen subfovealen choroidalen Neovaskularisationen einen signifikanten 
Behandlungsvorteil zu haben (TAP, 1999) (Michels & Schmidt-Erfurth, 2001), wird 
jedoch heute nur noch bei Nichtansprechen oder Ablehnung der intravitrealen 
Lucentis-Injektion als second-line Therapie eingesetzt (Retinologische Gesellschaft, 
2007). 
 Der derzeit am besten untersuchte und am häufigsten angewandte 
therapeutische Ansatz bei exsudativer AMD ist die monatliche intravitreale Injektion der 
Anti-VEGF-Antikörper Pegaptanib (Macugen®) and Ranibizumab (Lucentis®). Sie 
kann das Wachstum der choroidalen Neovaskularisationen stoppen und führt bei 90% 
der Patienten zu einem Erhalt, bei etwa 30% der Patienten sogar zu einer 
Verbesserung der Sehschärfe (Heier et al., 2006; Rosenfeld et al., 2006, Campa & 
Harding, 2011). Lucentis® ist das Medikament der ersten Wahl bei sub- und 
juxtafovealen CNV. Nachteil der Injektionstherapie ist die Notwendigkeit monatlicher 
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Injektionen, die sehr kostenintensiv und mit Risiken, wie z.B. der Entstehung einer 
Endophthalmitis, einer Linsenverletzung oder einer Netzhautablösung verbunden ist. 
(Heier et al., 2006; Rosenfeld et al., 2006).  
 Bei Patienten mit sehr schlechtem Visus und exsudativer AMD mit großen 
hämorrhagischen oder fibrotischen Membranen, großen Pigmentepithel-Abhebungen, 
RPE-Rissen oder neovaskulären Membranen, die resistent gegen die anti-VEGF-
Behandlung sind, kommen chirurgische Behandlungsverfahren zum Einsatz (Bressler 
et al., 2004). Die alleinige mikrochirurgische Exzision der choroidalen neovaskulären 
Läsion nach Vitrektomie und umschriebener Retinotomie führte nicht zu einer 
Visusverbesserung, da häufig zusammen mit den CNV auch das ortsständigen RPE 
und die Bruch’sche Membran entfernt wurde (Leonard et al., 1997) und es zu einem 
irreversiblen Funktionsverlust der Fovea kam (Castellarin et al., 1998b). Weiterhin 
entstand nach mikrochirurgischer CNV-Entfernung aufgrund von intraoperativen 
Komplikationen wie z.B. Netzhautrissen (Castellarin et al., 1998a; Bressler et al., 2000; 
Bressler et al., 2004) in einigen Fällen die Notwendigkeit eines Zweiteingriffs (Bressler 
et al., 2000). Andere Komplikationen waren Entwicklung einer Katarakt, massive 
subretinale oder choroidale Blutung, Glaskörperblutungen und besonders 
rhegmatogene Netzhautablösungen (Bressler et al., 2004). Weiterhin kam es bei etwa 
30 % der Fälle zur einem Rezidiv und zu weiterer Progression der Atrophie (Castellarin 
et al., 1998a). 
 Die makuläre Rotation bzw. Translokation wurde 1993 von Machemer und 
Steinhorst entwickelt und wird als funktionelle RPE-Transplantation auch heute noch 
angewendet. Nach einer 360 Grad (360°) Retinotomie und Ablösung der Netzhaut wird 
diese in einem Winkel von 45° nach oben rotiert, um ihren Kontakt mit intaktem RPE 
wiederherzustellen (Machemer & Steinhorst, 1993). Die Makularotation stellt eine 
aufwendige Operation (OP) dar, welche anschließend die Notwendigkeit eines 
Zweiteingriffs birgt, da Stereosehen nur durch eine Gegenrotationsoperation erreicht 
werden kann (Eckardt et al., 1999). Die Makularotationsoperation ist ebenfalls 
komplikationsreich. So kann sie z.B. die Entstehung einer proliferativen 
Vitreoretinopathie (PVR), einer rhegmatogenen Ablatio retinae oder eines 
Makulaödems nach sich ziehen. Zudem kommt es nicht selten zu einer Rekurrenz der 
CNV. (Eckardt et al., 1999; Abdel-Meguid et al., 2003; Falkner et al., 2007). Die 
Makularotationstechnik kann zum Erhalt des Lesevisus (Machemer & Steinhorst, 1993) 
führen, im Langzeitverlauf kommt es jedoch meist zu einer Atrophie des subfovealen, 
peripheren RPE, die mit einer Visusverschlechterung einhergeht (Aisenbrey et al., 
2007).     
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Obwohl konservative Therapie und netzhautchirurgische Eingriffe das Risiko für einen 
schweren Visusverlust verringern, führen sie dennoch meist nicht zu einer signifikanten 
Verbesserung der Lebensqualität (Bressler et al., 2004). Zudem sind die vorhandenen 
therapeutischen Möglichkeiten fast ausschließlich für die exsudative Form der AMD 
geeignet. Besonders für Patienten mit Komplikationen wie großen subretinalen 
Blutungen, großen RPE-Abhebungen, subfovealen RPE-Rissen oder anderen 
neovaskulären Membranen, die resistent gegen intra-vitreale anti-VEGF-Behandlung 
sind und Patienten mit atrophischer AMD und zentraler geographischer Atrophie 
existiert derzeit keine kurative, evidenzbasierte Behandlungsmethode.  
 Da RPE-Dysfunktion, -Atrophie und -Degeneration als Hauptursachen für die 
Entstehung der AMD gelten (Sarks, 1976), ist zur kurativen Behandlung eine 
funktionelle anatomische Rekonstruktion des subretinalen Raums notwendig. Ein 
derzeit nur in Studien durchgeführter Therapieansatz besteht darin, RPE-Zellen oder 
Irispigmentepithel- (IPE), die das degenerierte RPE ersetzen und das Überleben der 
Photorezeptoren sichern sollen, in den subretinalen Raum zu transplantieren (Zhang &  
Bok, 1998; Thumann et al., 2000). Es erfolgten viele Versuche mit homologen und 
heterologen RPE und IPE-Zellen, welche jedoch bisher noch nicht zu dauerhaften 
Erfolgen geführt haben (Abe et al., 2000; Gouras et al., 2002; Binder et al., 2004; da 
Cruz et al., 2007; Thumann & Walter, 2008).  
1.5 Transplantation von RPE/ IPE in den subretinalen Raum 
Den derzeit aussichtsreichsten kurativen Therapieansatz in fortgeschrittenen 
Krankheitsstadien stellt die anatomische Rekonstruktion des subretinalen Raums 
durch Zelltransplantation dar. 
1.5.1 Transplantation von Zellsuspensionen 
Erste Tiermodellstudien, in denen allogene oder xenogene RPE-Zellsuspensionen in 
den subretinalen Raum eingebracht wurden, zeigten nur limitierten Erfolg (Gouras et 
al., 1985; Li & Turner, 1991). In einigen Fällen konnte zwar ein Erhalt der 
Photorezeptoren und Funktion des RPE nachgewiesen werden (el Dirini et al., 1992; 
He et al., 1993; Yamamoto et al., 1993), das Überleben der Zellen war jedoch begrenzt 
und sie formten nur selten konfluente Monolayer (Li & Turner, 1991). Auch 
Transplantationen allogener fetaler RPE-Zell-Suspensionen in den subretinalen Raum 
von AMD-Patienten führten v.a. bei Patienten mit exsudativer AMD aufgrund von 
Abstoßungsreaktionen nicht zu einer dauerhaften Verbesserung der zentralen 
Netzhautfunktion (Algvere et al., 1994; Algvere et al., 1997). 
1. Einleitung  11 
Zur Verminderung der Abstoßungsreaktion, nutzte man daraufhin autologe RPE-
Suspensionen, die aus der Peripherie des betroffenen Auges entnommen und 
transplantiert wurden (Binder et al., 2002; van Meurs et al., 2003). Durch Manipulation 
der RPE-Zellen bei Entnahme kam es jedoch häufig zu Dedifferenzierung der Zellen 
und einem Verlust ihrer Polarität, weshalb die Photorezeptorfunktion oft nicht 
wiederhergestellt werden konnte (Binder et al., 2002). Außerdem konnte ein geringeres 
Wachstumspotential der RPE-Zellen aus Augen mit AMD (van Meurs et al., 2004b), 
bzw. eine geringere Wiederanlagerungsrate der RPE-Zellen an die altersbedingt 
veränderte Bruch’sche Membran nachgewiesen werden (Ho & Del Priore, 1997; Del 
Priore & Tezel, 1998).  
 Da die Gewinnung autologer RPE-Zellen sich außerdem als sehr aufwändig 
erwies und man davon ausging, dass IPE aufgrund des gemeinsamen 
neuroektodermalen Ursprungs die Funktionen des RPE übernehmen könnte, wurden 
auch Versuche mit IPE-Suspensionen durchgeführt. IPE-Zellen können einfach im 
Zuge einer Iridektomie gewonnen werden (Rezai et al., 1997). Im Tierversuch zeigen 
sie wie RPE-Zellen die Ausbildung apikaler Mikrovilli, die Entwicklung von Kontakten 
zu Photorezeptoraußensegmenten und Photorezeptorenaußensegment-Phagozytose 
(Thumann et al., 1999; Abe et al., 2000). Die klinische Anwendung von autologen IPE-
Zellen zeigte in der Langzeitbeobachtung eine Visusstabilisierung oder -verbesserung 
(Abe et al., 1999; Abe et al., 2000; Thumann et al., 2000; Aisenbrey et al., 2006).  
 Zusammenfassend lässt sich sagen, dass durch Zelltransplantation in Form 
einer Suspension in einigen Studien eine signifikante Visusverbesserung erreicht 
werden konnte (Binder et al., 2004). Die Suspensionstechnik hat den Vorteil, dass nur 
eine kleine Retinotomie nötig ist, um einen sehr großen Bereich der Makula und Fovea 
abzudecken (Algvere et al., 1997). Jedoch sind ihr durch die mit ihr verbundenen 
Komplikationen wie z.B. Reflux von Zellen in den Glaskörper (el Dirini et al., 1992; He 
et al., 1993; van Meurs et al., 2004a) und Entwicklung einer PVR (Binder et al., 2004; 
da Cruz et al., 2007), Grenzen gesetzt. Ihr größter Nachteil ist, dass die 
transplantierten Zellen meist nicht adhärieren (Castellarin et al., 1998c) und damit 
keinen differenzierten Phänotyp ausbilden können (Lopez et al., 1987). Häufig kommt 
es zu einer Überlagerung der Zellen (Gouras et al., 1985; el Dirini et al., 1992), 
wodurch die Ausbildung eines Monolayers  verhindert wird (Gouras et al., 1985; el 
Dirini et al., 1992; Algvere et al., 1997; Abe et al., 1999; Crafoord et al., 1999; Lappas 
et al., 2000; Thumann et al., 2000). Dadurch werden die Wiederherstellung der 
Kontakte zwischen RPE und Photorezeptorzellen (Gouras et al., 1985) und das 
dauerhafte Überleben der transplantieren Zellen (Crafoord et al., 1999) unmöglich 
gemacht.  
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1.5.2 Transplantation von Zellen auf Trägermaterial 
Da die Suspensionstechnik nicht zur gewünschten Visusverbesserung geführt hat, 
versucht man derzeit die Bruch’sche Membran anatomisch zu rekonstruieren (Tezel et 
al., 2004; Del Priore et al., 2006) oder eine andere Anlagerungsgrundlage zu finden, 
um die RPE-Zellen im Zellverband transplantieren zu können.  
 Rezai et al. begannen mit der Transplantation humaner fetaler RPE-Sheets, die 
sie mit Poly-(DL-lactid-co-glycolid)-Polymer-Filmen zu Sphäroiden verbanden. Die 
Sphäroide konnten leicht in den subretinalen Raum von Kaninchen eingebracht 
werden und überlebten dort 5 Monate lang. Allerdings zeigte sich im 
Transplantatgebiet eine lokalisierte Entzündungsreaktion mit einer Infiltration von 
Entzündungszellen in Retina und Choroidea (Rezai et al., 1997). 
 Derzeit wendet man die bereits im Bereich der Herzklappenprothetik und der 
Knorpel- und Knochentransplantation erfolgreich genutzte Technik des „Tissue 
engineering“ an. Dabei werden Zellen eines Organismus in vitro auf Trägermatrizes 
kultiviert, um sie dann zusammen mit dem Träger in den meist selben Organismus zu 
implantieren. Die Nutzung eines Substrates zur Zelltransplantation vereinfacht die 
chirurgische Manipulation (Nicolini et al., 2000), da Komplikationen wie 
Zelldisorganisation, Zellschädigung und Zelldispersion in den Glaskörper (Bhatt et al., 
1994; Sheng et al., 1995) vermindert werden. Zusätzlich erlaubt das Substrat eine 
präzise Platzierung und spätere Lokalisierung der Transplantatzellen (Capeáns et al., 
2003). Häufig werden biodegradierbare Trägermaterialien genutzt, welche in den 
frühen Stadien eine Stütze für das Gewebe darstellen, jedoch einem kontinuierlichen 
Degradierungsprozess unterliegen (Giordano et al., 1997; Chen et al., 2006). Der 
Vorteil degradierbarer Materialien ist, dass sie nicht wie die meisten nicht-
degradierbaren Implantate in einer zweiten Operation entfernt werden müssen 
(Wiedemann-Al-Ahmad et al., 2002). 
1.5.2.1 Natürliche Trägermaterialien 
Die bisher zur Transplantation von Zellen eingesetzten Materialien kann man in zwei 
große Gruppen einteilen: natürliche und synthetische Biomaterialien. 
 Natürliche Materialien können die physiologischen mechanischen 
Eigenschaften des Zielgewebes besser nachahmen und sind, sofern autolog 
gewonnen, mit geringerer Immunogenität assoziiert. Jedoch müssen sie von Spendern 
gewonnen werden, weshalb ihre Verfügbarkeit begrenzt und die Gefahr einer 
Übertragung von Krankheiten gegeben ist. Zudem lassen sich Zusammensetzung und 
mechanische Eigenschaften natürlicher Materialien häufig nur schwer kontrollieren. 
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Um die Immunogenität der Trägermaterialien möglichst gering zu halten, nutzten einige 
Untersucher autologe Blutcryopräzipitate, die größtenteils aus Fibrinogen und 
Fibronektin bestehen. Sie werden durch wiederholtes Auftauen und Wiedereinfrieren 
von Blutplasmen hergestellt und können zu Membranen mit einer Dicke von 100 µm 
prozessiert werden. Farrokh-Siar und andere (et al.) konnten zeigen, dass fetales RPE 
auf Blutcryopräzipitatmembranen nicht dedifferenziert und seine kuboidale 
Morphologie beibehält, proliferiert und isolierte Stäbchenaußensegmente (ROS = rod 
outer segments) phagozytieren kann. Weiterhin konnten die Membranen ohne 
enzymatische Dissoziation mit einer Pasteurpipette in ein anderes Kulturgefäß 
transferiert werden (Farrokh-Siar et al., 1999).  
 Thumann et al. konnten auf humaner Descementmembran, die etwa die 
doppelte Dicke der Bruch’sche Membran aufweist, die Ausbildung intakter RPE- und 
IPE-Monolayer mit normaler Zellmorphologie nachweisen. Die Zellmonolayer ließen 
sich leicht in Form eines Patch mit Hilfe von Pinzetten manipulieren (Thumann et al., 
1997). Auch auf humaner Bruch’scher Membran konnten RPE-Zellen erfolgreich 
angezüchtet werden (Ho & Del Priore, 1997; Castellarin et al., 1998c; Del Priore & 
Tezel, 1998; Tezel et al., 2004). Die Bruch’sche Membran ist nur 2-4 µm dick und als 
innerste Schicht der Basalmembran des RPE besonders gut zur RPE Kultivierung 
geeignet. Aufgrund ihrer Gewinnung von Spendern ist jedoch die Verfügbarkeit dieser 
allogenen augeneigenen Membranen begrenzt. 
 Ein leicht zu gewinnendes, natürliches, allogenes Material stellt die 
Amnionmembran dar (Ohno-Matsui et al., 2005). Sie unterstützt das Wachstum und die 
Expansion von Epithelzellen, ist kaum immunogen und zeigt analgetische, 
antiinflammatorische, antimikrobielle und Narben- und Gefäßbildung inhibierende 
Eigenschaften (Dua et al., 2004). Sie unterstützt außerdem die Adhäsion von RPE-
Zellen und die Ausbildung eines Monolayers mit typischer RPE-Morphologie (Capeáns 
et al., 2003). Ohno-Matsui et al. kultivierten humane und Long-Evans-Ratten-IPE-
Zellen auf der Basalmembranseite von mit Dispase behandelten Amnionmembranen. 
Anschließend transplantierten sie die Membranen subretinal in s.g. Royal College of 
Surgeons-Ratten (RCS-Ratten). In diesem Tiermodell ist das RPE aufgrund einer 
Mutation nicht zur Phagozytose der Außensegmente der Photorezeptoren in der Lage, 
weshalb die RCS-Ratten eine Atrophie der Retina aufweisen. Hier zeigte sich keine 
Entzündungsreaktion und die IPE-Zellen übten einen protektiven Effekt auf die 
Photorezeptoren aus (Ohno-Matsui et al., 2006). Auch humane anteriore 
Linsenkapseln (Hartmann et al., 1999; Nicolini et al., 2000) können in großen Mengen 
als allogenes bzw. autologes Material bei Kataraktoperationen gewonnen werden. Sie 
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weisen zudem eine adäquate Dicke für ein RPE-Scaffold auf, fördern die Anlagerung 
von RPE- und besonders IPE-Zellen (Hartmann et al., 1999) und die Ausbildung einer 
typischen RPE-Morphologie (Singh et al., 2001). Nach Transplantation von porcinem 
RPE auf boviner Linsenkapsel in den subretinalen Raum von Schweinen, wurden sie 
dort  zwei Wochen lang gut toleriert (Nicolini et al., 2000).   
 Kollagen macht als Hauptbindegewebe bis zu 25 % des Gesamtproteins des 
Körpers aus. Es ist ein natürliches Polymer und die wichtigste Komponente der 
extrazellulären Matrix. Die Typen I, III, IV und V sind die Hauptkomponenten der 
Bruch’schen Membran (Sheridan et al., 2004), daher stellt es ein gutes Substrat für die 
RPE-Anlagerung dar (Bhatt et al., 1994). Kollagen kann von vielen Zellen wie z.B. 
Osteoblasten, Endothelzellen oder glatten Muskelzellen synthetisiert werden, die 
Hauptkollagenproduzenten sind jedoch Fibroblasten (Jensen & Høst 2007). Man kann 
es aus Tiergeweben wie Haut oder Sehnen und menschlichen Geweben wie Plazenta 
gewinnen und in extrem dünne Scaffolds verarbeiten (Thumann et al., 2006; Lu et al., 
2007). Kollagene können mit vielen Adhäsionsproteinen und –proteoglykanen 
interagieren und so einzigartige komplexe Matrizes bilden, die Zellen im Gewebe 
halten und ihr Wachstum und ihre Differenzierung steuern können (Kleinmann et al., 
1981). Beim enzymatischen Abbau durch Kollagenasen degradiert Kollagen in gut 
tolerierbare Verbindungen (Kadler et al., 1996).  
1.5.2.2 Synthetische Trägermaterialien 
Da synthetische Trägermaterialien zumeist chemisch hergestellt werden, sind sie 
nahezu unbegrenzt verfügbar. Eine Übertragung von Krankheiten bzw. die Auslösung 
von Allergien durch das Implantatmaterial ist nahezu ausgeschlossen (Lu et al., 2001), 
weil sie nicht wie natürliche Transplantate von potentiell infektiösen Spendern 
gewonnen werden. Synthetische Materialien können außerdem leicht sterilisiert 
werden (Singh et al., 2001). Da sie jedoch dem Empfängergewebe meist weniger 
ähneln als natürliche Materialien, verursachen sie häufig trotzdem eine Immunantwort.  
 Synthetische Polymere bestehen meist aus Knoten linearer Polyamide 
verbunden durch Ketten von Peptid-flankiertem Polyethylenglykol. Zelladhäsion erfolgt 
nicht über natürliche Bindestellen der Polymere, sondern entsteht durch Moleküle der 
Extrazellulärmatrix (EZM), die auf ihrer Oberfläche adsorbiert werden (Chemie FU-
Berlin, 2009). Sie reagieren auf den Feuchtegehalt der Umgebung mit reversibler 
Wasseraufnahme oder –abgabe. Dabei wird das Wasser in die amorphen Bereiche 
des Polyamids eingelagert. So erlauben sie die freie Diffusion kleinmolekularer 
Substanzen durch ihre poröse Oberfläche (Woerly, 1993). Die Halbwertzeit von 
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Polymerfilmen beträgt abhängig vom molekularen Gewichtsverlust zwischen zwei und 
sechs Wochen, je nach Polymerzusammensetzung und Filmdicke. Beim Abbau bilden 
sich komplett lösliche Endprodukte (Hubbel, 2003).  
 Die meisten bisher zur RPE-Kultivierung und –transplantation genutzten 
Polymersubstrate sind allerdings mit durchschnittlichen Dimensionen von mehr als 20 
µm im Vergleich zur 2-4 µm dicken Bruch’schen Membran zu dick (Thomson et al., 
1996; Giordano et al., 1997; Williams et al., 2005; Neeley et al., 2008). Zudem kann die 
Dicke je nach Polymerkonzentration, Molekulargewicht und Kopolymerratio sehr stark 
schwanken (Lu et al., 2001). 
1.5.2.3 Anforderungen an das Trägermaterial 
Ein optimales Substrat zur RPE-Transplantation in den subretinalen Raum sollte die 
Zelladhäsion und die Ausbildung eines Monolayers mit RPE-spezifischer 
Differenzierung und Polarisierung unterstützen (Thomson et al., 1996). Nur bei 
korrekter Polarität der RPE-Zellen sind die Ausübung der epithelialen Funktionen wie 
z.B. die Phagozytose von Photorezeptoraußensegmenten und ein dauerhaftes 
Überleben der Zellen möglich. Das Substrat muss möglichst dünn sein, um eine 
Schädigung der Retina während des Transplantationsprozesses zu vermeiden, den 
Austausch von Metaboliten und Nährstoffen zu erleichtern und die Materialmenge und 
damit die Degradierungsproduktanzahl gering zu halten (Thomson et al., 1996). Zudem 
sollte es sich einfach chirurgisch manipulieren lassen und über die Zeit degradieren 
bzw. sich subretinal gut integrieren (Thumann et al., 2009). Es muss weiterhin biostabil 
und –kompatibel sein (Williams et al., 2005). In diesem Zusammenhang spielen neben 
Zytokompatibilität und möglichst geringer Immunogenität (Woerly, 1993) auch 
physikalische Charakteristika, wie Porosität und Widerstand gegen Zellkontraktion (Ng 
et al., 2004) und Oberflächeneigenschaften des Materials wie chemische 
Zusammensetzung, Rauheit, Dichte und Hydrophilie eine Rolle (Park et al., 2007). 
Auch Größe, Form, Flexibilität, E-Modul und Textur können die Biokompatibilität 
beeinflussen (Acosta et al., 2000). Materialien, die nur eine geringe Zahl an 
Degradierungsprodukten aufweisen sind meist besser biokompatibel (Zhao et al., 
2000; Acosta et al., 2006). 
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2. Zielsetzung 
In der vorliegenden Arbeit wurden ein natürliches (bovines Kollagen) und ein 
synthetisches Biomaterial (Polyamid) untersucht. Zunächst erfolgte eine physikalische 
Testung der Hydrophilie, Autostabilität bzw. chirurgischen Manipulierbarkeit und 
Transparenz der Materialien. In der Zellkultur wurde die Zellverträglichkeit der 
Materialien beurteilt. Die Bioverträglichkeit in vivo wurde mit Hilfe subkonjunktivaler 
Transplantationen in Kaninchen überprüft. Anschließend fand eine makroskopische 
und mikroskopische Beurteilung der Gewebs- und Entzündungsreaktion, der Bildung 
von Ersatzgewebe und der Degradierung bzw. Integration der Materialien statt. Mit 
Hilfe dieser Untersuchungen soll Gesamteindruck des jeweiligen Biomaterials 
entstehen, der eine Evaluation in Bezug auf die Anwendung als Träger zur RPE-
Transplantation in den subretinalen Raum ermöglicht. In der abschließenden 
Diskussion erfolgt eine kritische Abwägung der Eigenschaften der verschiedenen 
Materialien und ihres Nutzens als Teil eines Transplantats vor dem Hintergrund der 
aktuellen Forschungssituation. 
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3. Material und Methoden 
3.1 Versuchstiere 
3.1.1 Herkunft und Versorgung der Versuchstiere 
Zur in vivo Testung der beiden Biomaterialien wurden weibliche pigmentierte 
Chinchilla-Bastard-Kaninchen mit einem durchschnittlichen Gewicht von 2,5 Kilogramm 
(kg) verwendet. Die Einwilligung des Regierungspräsidenten zur Nutzung von 
Versuchtieren erfolgte unter dem Aktenzeichen 50.203.3-AC 3, 16/06 bzw.17/06. Die 
Tiere wurden von den Charles River Laboratories Germany in 97633 Sulzfeld bezogen. 
Gruppen von bis zu 10 Kaninchen wurden in 10 m2 großen Großraumställen in 
Bodenhaltung untergebracht. In den Ställen herrschte eine konstante Raumtemperatur 
von 22-24 Grad Celsius (22-24 °C), die relative Luftfeuchtigkeit lag bei 50-55 % und 
der Hell-Dunkelrhythmus betrug 12 zu 12 Stunden (h). Reinigung der Ställe erfolgte 
alle 7-10 Tage. Die Kaninchen wurden mit Trockenfutter der Pelletstärke 4 Millimeter 
(mm) der ssniff GmbH aus Soest und Trinkwasser ad libitum versorgt.  
3.1.2 Anatomie des Kaninchenauges 
Das Auge des Kaninchens ist kleiner und runder als das menschliche. Mit einem eher 
skleral-uvealen als korneal-uvealen Trabekelwerk besitzt es ein für viele Nichtprimaten 
typisches Vordersegment. Kaninchen haben eine große Kornea, die etwa 25-30 % des 
Bulbus einnimmt (Quesenberry, 1997) und eine steilere Kurvatur als die menschliche 
aufweist. Das korneale Endothel hat die Fähigkeit zur Regeneration. Kaninchen haben 
keine Bowmanmembran und weisen im Vergleich zu humanen Linsen eine größere 
und ausgeprägter sphärische Linse auf, die den größten Teil des Augeninneren 
beansprucht. Die große Linse und der kaum entwickelte Ziliarkörper machen deutlich, 
dass Kaninchen kaum Akkomodation benötigen (Gelatt, 1999). 
 Mit 0,5 - 0,8 mm ist die Pars plana des Kaninchens recht schmal. Ihre Ora 
serrata beginnt bereits im Abstand von 3 mm vom Limbus. Eine Sklerotomie muss 
daher 0,5 - 1 mm vom Limbus entfernt durchgeführt werden. Im Vergleich zum 
Menschen besitzt die Sklerawand eine geringere Steifigkeit und kann daher durch 
sklerale Einfaltungen leicht deformiert werden (Tsilimbaris et al., 2004). Kaninchen 
besitzen ein drittes Augenlid, hinter dem sich die Hadrians Drüse verbirgt, deren 
Ausführungsgang auf der inneren Oberfläche des dritten Lids endet (Quesenberry, 
1997). 
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Der Kopf des Sehnerven des Kaninchens liegt ungefähr einen Papillendurchmesser 
oberhalb der horizontalen Mittellinie des Auges. Die Papille weist eine Einbuchtung 
oder physiologische Delle auf (Quesenberry, 1997). Zwei Stränge myelinisierter 
Nervenfasern befinden sich im oberen Drittel horizontal von der Papille ausgehend und 
erstrecken sich ungefähr 3 bis 4 Papillendurchmesser lateral des Sehnervenkopfes in 
die Peripherie. Die Ganglionzellaxone innerhalb der Nervenfaserschicht sind durch 
Gliazellfortsätze, die Gewebstunnel bilden, in Faserbündel gruppiert. Sie entsprechen 
dem prominenten Muster des horizontalen Streifens. Die Kompartmentalisierung der 
retinalen Nervenfasern gewährleistet exakte posteriore Verbindungen (Radius & de 
Bruin, 1981).  
 Die großen retinalen Gefäße des Kaninchens sind auf der Oberfläche der 
Nervenstränge gelegen und machen den vaskularisierten Teil (4 %) der Netzhaut aus. 
Sie liegen präretinal an der inneren Retinaoberfläche und ziehen zirkulär bis zur 
Netzhautperipherie. Ihre Endigungen befinden sich eher intravitreal als intraretinal, 
jedoch geben sie im Bereich der Nervenfasern Äste, sog. vasogliale Verbindungen, in 
die inneren Retinaschichten ab. Unterhalb und oberhalb der myelinisierten 
Nervenfasern ist die Retina avaskulär (Gelatt, 1999). Wie der Mensch hat das 
Kaninchen eine foveale avaskuläre Zone, in der die Retina keine intrinsische retinale 
Blutversorgung aufweist und  per Diffusion durch die Choriokapillaris ernährt wird (Yu 
& Cringle, 2004). 
3.2 Trägermaterialien 
3.2.1 Bovines Kollagen 
Das bovine Kollagen wurde von der Firma Naturin GmbH & Co. KG aus Weinheim in 
Deutschland bezogen. Seine Wandstärke hängt in hohem Maße vom Wassergehalt 
und damit vom Quellungsgrad des Films ab. Dieser ist bei gegebenem Wassergehalt 
wiederum abhängig von Parametern wie pH-Wert und der Konzentration von Salzen. 
Bei einer Ausgleichsfeuchte im Film von ca. 15 % beträgt ihre Dicke etwa 45 bis 51 
µm. Die bovinen Kollagenfolien sind aufgrund ihrer transparenten und minimal auto-
fluoreszenten Eigenschaft zur Mikroskopie geeignet und können mit zusätzlichen 
Matrixmolekülen und Wachstumsfaktoren kombiniert werden.  
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Abbildung 3: Struktur des bovinen Kollagens. 
3.2.2 Polyamid 
Die Polyamid 6-Nanofasern wurden im Rahmen einer Kooperation von der Abteilung 
für Makromolekulare Chemie (AG Wendorff) der Philipps-Universität in Marburg 
angefertigt und haben einen Faserdurchmesser von ca. 1 µm (646 - 917 Nanometer 
(nm); durchschnittlich 767 nm) bzw. ca. 200 nm (62 - 256 nm; durchschnittlich 112 nm) 
bei einer Spinnzeit von ca. 1 Stunde (h) bzw. 1 Minute (min).  
 Die Herstellung der Polyamidfolien erfolgt in einem sog. Elektrospinnverfahren, 
in dem uniforme Nanofasern mit Durchmessern zwischen 1 µm bis weniger als 10 nm 
produziert werden können. Grundlage der Fasern ist eine Polymerlösung (in diesem 
Fall mit dem Lösungsmittel Ameisensäure), mit unterschiedlichen Konzentrationen: für 
die 200 nm Fasern wurden 18 wt%, für die 1 µm Fasern 30 wt% verwendet. Zwischen 
die Kanüle, durch die die Polymerlösung gepumpt wird, und eine Gegenelektrode 
(Anode) wird ein starkes elektrisches Feld angelegt. Dadurch werden die aus der 
Kanüle kommenden Flüssigkeitstropfen in einen geladenen Flüssigkeitsstrahl 
verwandelt, der zur Gegenelektrode hin beschleunigt wird. Das Lösungsmittel 
verdunstet an der Luft und es kommt zu einer Abscheidung der entstandenen Fasern 
auf einer geerdeten, rotierenden Kollektorscheibe (Kathode) (Boudriot et al., 2004). 
 Die Morphologie der Polyamidfolien hängt von verschiedenen Faktoren wie 
Viskosität, Konduktivität, Oberflächenspannung, Flussrate der Lösung, 
Evaporationsrate des Lösungsmittels und der angelegten Spannung und Stromstärke 
ab, während der Durchmesser des Strahls durch Flussrate, elektrische Stromstärke 
und Oberflächenspannung der Flüssigkeit bestimmt wird (Li et al., 2008; Munir et al., 
2009). Durch Verzweigung des Strahls oder Erhöhung der Spannung (Li et al., 2008) 
kann man eine Verringerung des Durchmessers erreichen (Kongkhlang et al., 2008). 
Eine Erhöhung des Durchmessers lässt sich durch zunehmende Konzentration der 
Polymerlösung oder eine erhöhte Flussrate bewirken. Die Anordnung der Fasern lässt 
sich durch die Rotationsgeschwindigkeit des Kollektors und die Größe der Kanüle 
beeinflussen. Je höher die Geschwindigkeit und je größer die Kanüle, desto besser 
sind die Fasern angeordnet (Li et al., 2008; Wang et al., 2009). 
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Geometrische und mechanische Charakteristiken der Fasern (E-Modul, Steifigkeit, 
Porengröße, Porosität) sowie chemische Zusammensetzung können dem 
Anforderungsprofil, das an das jeweilige Biomaterial gestellt wird, angepasst werden 
(Boudriot et al., 2004). 
 
   
Abbildung 4: Struktur des Polyamids. 
3.3 Physikalische Eigenschaften der Trägermaterialien 
Vor einer in vivo Testung der Materialien erfolgte zunächst eine physikalische Testung 
der Hydrophilie, Autostabilität bzw. chirurgischen Manipulierbarkeit und Transparenz. 
3.3.1 Anfärbbarkeit mit dem Fluoreszenzstoff 
Dichlorotriazinylaminofluorescein (DTAF) 
Die Anfärbung der Materialien mit DTAF (Invitrogen, Karlsruhe; 5 DTAF, Katalognr. 
D16) dient ihrer späteren Detektion im Gewebsschnitt. DTAF ist ein 
Fluoreszenzfarbstoff, der unter physiologischen Bedingungen kovalent an Kollagen 
bindet. Er erlaubt die Lokalisation von gefärbtem Material in lebendem Gewebe bis zu 
ein Jahr lang. Da es sich um einen hydrophilen Stoff handelt, kann gleichzeitig eine 
Aussage darüber gemacht werden, wie gut hydrophile Stoffe durch das jeweilige 
Material aufgenommen werden.  
 Um 250 Mikroliter (µl) 2 %-iges DTAF für die Färbung zu erhalten, wurden 100 
Milligramm (mg) 0,5 % DTAF in 5 Milliliter (ml) 0,2 mol/l Natriumbikarbonat verdünnt. 
Die nativen Folien wurden 1 min in der 2 %-igen DTAF-Verdünnung belassen und 
dann in einem 6er Well mit steriler phosphtatgepufferter Salzlösung (PBS = phosphate 
puffered saline) ausgewaschen. Anschließend wurden die gefärbten Folien steril 
zugeschnitten (ca. 2 x 2 mm) und bis zur Implantation in sterilem PBS aufbewahrt. 
3.3.2 Transplantierbarkeit / Handling 
Beim präzisen Zuschneiden der Folien auf die zur subretinalen Transplantation 
benötigten Größen im Millimeterbereich spielt das Handling der Materialien eine Rolle. 
Die Materialien müssen außerdem mit chirurgischen Instrumenten ins Auge 
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eingebracht und an ihren Transplantationsort verlagert werden können, ohne das es 
dabei z.B. zu einem Verlust der Folienorientierung kommt. Daher ist eine gute 
Autostabilität und gewisse Flexibilität des Materials erforderlich.  
 Zur Testung dieser Eigenschaften wurden etwa 2 x 2 Zentimeter (cm) große 
Folienstücke beider Materialien mit einer Pinzette in ein mit Wasser gefülltes 
zylindrisches Gefäß transferiert. Dabei wurden folgende Parameter bestimmt: 
Möglichkeit das Material zuzuschneiden, Verhalten des Materials beim Transfer, 
Autostabilität des Materials im trockenen und nassen Zustand und Manipulierbarkeit 
des Materials im trockenen und nassen Zustand. 
3.3.3 Transparenz 
Die Transparenz des Materials ist von Bedeutung, da eine unzureichend transparente, 
subretinal implantierte Folie eine Visusverschlechterung zur Folge hätte. Um das 
physiologische Milieu des Subretinalraums zu simulieren, wurden die transparenten 
Eigenschaften von bovinem Kollagen und Polyamid nicht nur im trockenen, sondern 
auch im nassen Zustand getestet.  
 Die Materialien wurden auf eine Größe von etwa 2 x 2 cm zugeschnitten und in 
einen Ring eingespannt. Anschließend wurde der Ring über einen schwarzen 
Schriftzug platziert. Die Transparenz wurde anhand der Möglichkeit den Schriftzug 
durch das Material zu erkennen beurteilt. 
3.4 Zellkultivierung auf den Trägermaterialien 
In der Zellkultur wurde die Fähigkeit der Materialien Zelladhäsion und –wachstum und 
die Ausbildung einer RPE-typischen Morphologie zu unterstützen untersucht.  
3.4.1 Material und Prüfmittel 
Tabelle 1: Material und Prüfmittel Zellkultur 
Material Hersteller, Ort 
Dulbecco’s MEM/ HAM’s F-12 (1:1) Biochrom AG, Berlin 
Fetales bovines Serum (FBS) PAA, Cölbe 
Penicillin/ Streptomycin Promochem, Wesel 
PBS instamed Biochrom AG, Berlin 
PKH-26 Sigma, München 
Hoechst 33342 Molecular Probes/ Invitrogen, Karlsruhe 
Fluoreszein Diazetat (FDA) Sigma, München 
3.4.2 ARPE-19 (American Type Tissue Culture Collection, USA) 
Die hier genutzte humane Zelllinie ARPE-19 entstand spontan aus einer Primärkultur 
von Zellen, die aus den Bulbi eines 19-jährigen männlichen Spenders gewonnen 
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wurde. Sie hat eine normale Karyologie und bildet auf porösen Filtern polarisierte 
epitheliale Monolayer. Die ausgeprägte epitheliale Morphologie der Zellen und ihre 
schnelle Proliferationsrate unterscheidet sie von anderen primären Kulturen. Unter 
optimalen Bedingungen weisen die Zellen definierte Zellgrenzen, Pflastersteinmuster 
und Pigmentierung, basale Einfaltungen, apikale Mikrovilli, polarisierte Verteilung der 
Zellorganellen und die Fähigkeit tight junctions auszubilden auf. Außerdem exprimieren 
ARPE-19-Zellen CRALBP und RPE-65, Marker eines differenzierten RPE in vivo. Die 
Zelllinie kann altern und gehört damit nicht zu den immortalen Zelllinien (Dunn et al., 
1996). 
3.4.3 Zellkultivierung 
Die ARPE-19-Zellen wurden in einer 1:1 Mischung von Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium und Ham’s F12 (DMEM/ Ham’s F12) ergänzt durch 10%-iges FBS, 2,5 
Millimolar (mM) Glutamin, 80 Units/Milliliter (U/ml) Penicillin und 80 U/ml Streptomycin 
und bei einer Temperatur von 37° in einer feuchten Atmosphäre von 95 % Luft und 5 % 
Kohlendioxid (CO2) kultiviert. Anschließend wurden die Zellen in einer Dichte von 
20000 Zellen/ Quadratzentimeter (cm2) auf drei verschiedenen Folien (bovines 
Kollagen, 1 µm dickes Polyamid und 200 nm dickes Polyamid) und einer Glaskontrolle 
ausgesät und bis zur Konfluenz wachsen gelassen. 
3.4.4 Vitalitätstestung 
Die lebenden Zellsuspensionen wurden mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff PKH26 
gefärbt. Er dient zur Markierung phagozytotisch aktiver Zellen. Nachdem der Farbstoff 
in die Zellen aufgenommen wurde, geht er einen stabilen Komplex mit den Lipiden der 
Zellmembran ein, ohne die Funktion oder Vitalität der Zellen zu beeinflussen. Nach der 
Färbung entsprechend dem Herstellerprotokoll wurden die Zellen in adäquatem 
Medium resuspendiert und kultiviert. Nach jeweils 2 und 6 Tagen wurden die Zellen 
zusätzlich mit dem Zellkernfarbstoff Hoechst 33342 gefärbt und unter dem 
Fluoreszenzmikroskop untersucht, um ihre Vitalität zu beurteilen, Konfluenz und 
Monolayerarchitektur der Zellen darzustellen und sie mit der Glaskontrolle zu 
vergleichen. 
3.5 Operative Technik 
Zur Überprüfung der in vivo Biokompatibilität wurden subkonjunktivale Implantationen 
der Materialien vorgenommen. 
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3.5.1 Material und Prüfmittel 
Tabelle 2: Material und Prüfmittel operative Technik 
Material Hersteller, Ort 
Novesine (lokales Schmerzmittel Oxybuprocain) Omnivision GmbH, D-82178 Puchheim  
Isoptomax (Dexamethason, Antibiotika: Neomycin, 
Polymyxin) 
Alcon Pharma GmbH, D-79108 Freiburg 
Phenylephrin (Phenylephrin-HCl 0,25g; 
Tropicamid 0,05g; Wasser zu 10g; Thiomersal 
0,002 %) 
Apotheke Uniklinik Aachen 
Methocel OmniVision GmbH, Puchheim 
Perfluorcarbon (PFCL) (F-Decalin) Geuder, Heidelberg 
Vicryl 7-0, Mersilene 3-0 Ethicon, Norderstedt 
Spritzen (2 ml/ 10 ml) Becton Dickinson, Heidelberg 
Kanülen (gelb/grau) Becton Dickinson, Heidelberg 
Natriumchlorid (NaCl) DeltaSelect GmbH, Dreieich 
Zigaretten Lohmann Rauscher Internationale GmbH 
& Co. KG, D-56579 Rengsdorf 
Petrischalen Nunc, Wiesbaden 
Ketamin 10 % CEVA TIERGESUNDHEIT GmbH, 
Düsseldorf 
Xylazin 2 % Medistar Arzneimittel-Vertrieb GmbH, 
Holzwickede 
Xylocain Astra Zeneca GmbH, Wedel 
Inflagent Liquidfilm Pharm-Allergan GmbH, Ettlingen 
Tätowiersalbe Hauptner, Solingen 
OP-Mikroskop Zeiss, Wetzlar 
Latex-Handschuhe Maimed medical, Neuenkirchen 
Sterile Handschuhe Seulperit Technische Produkte Ges. m. b. 
H., Wien, Österreich 
Kittel Lohmann & Rauscher International GmbH 
& Co.KG, Rengsdorf 
Lochtuch Paul Hartmann AG, Heidenheim 
OP-Abdecksystem Lohmann & Rauscher International GmbH 
& Co.KG, Rengsdorf 
Mullkompressen Lohmann und Rauscher, Rengsdorf 
3.5.2 Subkonjunktivale Implantation 
Zur Abschätzung der Biokompatibilität in vivo wurden den Versuchstieren pro Auge 
zwei etwa 2 x 2 mm große Folienstücke der Materialien subkonjunktival in 2 mm 
Abstand zum Limbus implantiert. Die rechten Augen wurden mit je einem superioren 
Implantat in 12 Uhr-Position und einem temporalen in 9 Uhr-Position versehen. In die 
linken Augen wurde entsprechend ein superiores Implantat in 12 Uhr-Position und ein 
temporales in 3 Uhr-Position eingesetzt. Die Operation wurde immer vom gleichen 
Operateur unter einem Operationsmikroskop durchgeführt und durch eine 
Videodokumentation aufgezeichnet. 
 Vor Beginn der Operation wurde das Tier in den Vorraum des Operationssaals 
gebracht und zur Beruhigung etwa eine halbe Stunde im Transportkasten sitzen 
gelassen. Die Erstnarkose erfolgte gewichtsabhängig und intramuskulär (i.m.) mit 0,3 
ml/ kg Xylazin und 0,25 ml/ kg Ketamin in den Oberschenkel. Alle 15 min und je nach 
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Reaktion wurde eine Nachinjektion mit der halben Dosis Ketamin bzw. Xylazin i.m. 
durchgeführt. Anschließend wurde das Tier auf dem Operationstisch gelagert und das 
Auge durch Berührung und Licht auf Lidreflexe überprüft. Unmittelbar vor der 
Operation wurden Novesine-Augentropfen appliziert und in Wartezeiten Methocel als 
Hornhautschutz aufgetropft.  
 Das Auge wurde mit Hilfe von zwei skleralen Pinzetten protrusioniert und die 
Bindehaut mit einer Vannasschere schlitzförmig radiär eröffnet. In die so entstandene 
konjunktivale Tasche wurde die DTAF-gefärbte Folie mit einer Pinzette eingeführt und 
falls nötig geglättet. Zum Wundverschluss wurde die Bindehaut anschließend mit einer 
einzigen 7-0-Vicryl-Naht adaptiert. Nach der Operation wurden Isoptomax- 
Augentropfen und Methocel appliziert und das Tier zur späteren Identifikation mit einer 
Tätowierung im rechten Ohr versehen.  
3.5.3 Kontrollen 
Zur Beobachtung der klinischen Parameter wurden die Versuchstiere in regelmäßigen 
Abständen klinischen Kontrollen unterzogen. Aufgrund der DTAF-Färbung ließen sich 
die Kollagen- und Polyamidfolien problemlos unter dem Operationsmikroskop 
identifizieren. Die implantierten Bereiche wurden unter dem Operationsmikroskop 
dargestellt und auf Entzündungszeichen bzw. klinische Hinweise auf die Verträglichkeit 
der Materialien hin untersucht.  
 Vor der Kontrolle wurde das Tier in den Vorraum des Operationssaals gebracht 
und wie bei der Operation zur Beruhigung etwa eine halbe Stunde im Transportkasten 
sitzen gelassen. Die Erstnarkose erfolgte ebenfalls gewichtsabhängig mit 0,3 ml/ kg 
Xylazin und 0,25 ml/ kg Ketamin i.m. in den Oberschenkel. Gegebenenfalls wurde 
während der Kontrolle einmal mit der Hälfte der Erstdosis nachgespritzt.  
 Zu Beginn der Kontrolle wurde das Tier auf dem Operationstisch gelagert und 
mit Hilfe von zwei skleralen Pinzetten eine Protrusion des Auges vollzogen. Die 
Transplantationsstellen wurden nacheinander unter dem Operationsmikroskop 
untersucht und das Kontrollergebnis auf einer DVD dokumentiert. Nach der Kontrolle 
wurde Methocel zum Hornhautschutz appliziert. 
3.6 Enukleation und Fixierung 
Am Tag der letzten Kontrolle wurden die Kaninchen durch die intravenöse Injektion 
einer Barbituratüberdosis finalisiert. Die Augen wurden unverzüglich mit Hilfe eines 
Skalpells (No 12, Feather, PFM, Köln) vollständig entnommen. Anschließend wurden 
die Bulbi für 72 h in 3,7%-igem Formalin, das aus 900 ml PBS (instamed, Biochrom 
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AG, Berlin) und 100 ml 37%-igem Formalin (ROTH, Karlsruhe) hergestellt wurde, 
fixiert. Danach wurden sie in PBS überführt und bis zur makroskopischen 
Untersuchung bei -4° im Kühlschrank aufbewahrt. 
3.7 Makroskopie 
Vor der Einbettung der Gewebeproben erfolgte eine makroskopische Beurteilung. 
3.7.1 Material und Prüfmittel 
Tabelle 3: Material und Prüfmittel Makroskopie 
Material Hersteller, Ort 
Makrotom Präpariermikroskop (Z16 Apo/ KL 1500 LCD (Lampe) Leica, 
Wetzlar 
Kamera Hitachi Denshi Ltd, Japan (HV-C20A 3CCD) 
Diskus (Programm Apo 
manuell) 
Carl Hilgers Techn. Büro, Königswinter 
3.7.2 Durchführung 
Die makroskopische Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Präpariermikroskops und dem 
Darstellungsprogramm Diskus im Modus „Z16 Apo Manuell“. Zur Untersuchung der 
enukleierten Bulbi wurde das 0,5er Objektiv genutzt. Die Implantationsstellen wurden 
zunächst am ganzen Auge beurteilt und fotografiert. Anschließend wurden 
Gewebeproben mit einer Größe von ca. 1,5 cm2 entnommen. Die Proben umfassten 
einen schmalen Saum Hornhaut und Iris und einen quadratischen Anteil Sklera und 
Konjunktiva, der das Implantationsgebiet enthielt. Sie wurden nach der Dokumentation 
zur Paraffineinbettung in Einbettkassetten gelagert und in Wasser aufbewahrt. 
3.8 Histologie 
Zur histologischen Beurteilung erfolgte eine Einbettung der Gewebeproben in Paraffin, 
die Anfertigung 2-4 µm dicker Gewebsschnitte und eine Färbung der Gewebsschnitte 
mit Hämatoxylin-Eosin. 
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3.8.1 Paraffineinbettung 
3.8.1.1 Material und Prüfmittel 
Tabelle 4: Material und Prüfmittel Einbettung 
Material Hersteller, Ort 
Einbettkassetten Medite, Burgdorf 
Filterpapier Medite, Burgdorf 
Entwässerungsautomat Sakura, NL-Zoeterwoude 
Ethanol 70 %, 96 % und 100 % in VE-
H2O 
MERCK, Darmstadt 
Xylol MERCK, Darmstadt 
Einbettautomat Leica Microsystems Nußloch GmbH, Nußloch 
Paraffin VOGEL Medizinische Technik und Elektronik, 
Giessen 
Metallschälchen VOGEL Medizinische Technik und Elektronik, 
Giessen 
3.8.1.2 Durchführung 
Die fixierten Präparate in den Einbettkassetten wurden in den Entwässerungsautomat 
gegeben, der das Gewebe nach dreistündiger Behandlung mit 100%-igem Xylol mit 
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert. Anschließend wurden die Gewebeproben 
aus den Einbettkassetten in Metallschälchen überführt, die mit flüssigem Paraffin 
gefüllt wurden. Innerhalb einiger Stunden erstarrten die Paraffinblöcke und konnten 
anschließend aus dem Metallschälchen gelöst werden. 
3.8.1.3 Einbettverfahren 
Tabelle 5: Einbettverfahren 
Einbettmedium Konzentration Zeit 
Ethanol  70 %  1 Std 
Ethanol  70 % 1 Std 
Ethanol  96 % 1 Std 
Ethanol  96 % 1 Std 
Ethanol  100 %  1 Std 
Ethanol  100 %  1 Std 
Ethanol  100 %  1 Std 
Xylol  100 %  1 Std 
Xylol  100 %  1 Std 
Xylol  100 %  1 Std 
Paraffin  60 °C  1 Std 
Paraffin  60 °C 1 Std 
Paraffin  60 °C 1 Std 
Paraffin  60 °C 1 Std 
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3.8.2 Schlittenmikrotom (S-Mikrotom) 
3.8.2.1 Material und Prüfmittel 
Tabelle 6: Material und Prüfmittel S-Mikrotom 
Material Hersteller,  Ort 
Schlittenbahnmikrotom Jung AG, Heidelberg 
Öl Techno-Med Vertriebsgesell. mbH, Bielefeld 
Beheizbares Wasserbad mit ca. 40° warmem 
Leitungswasser 
Gesellschaft für Labortechnik m.b.H. & Co, 
D-3006 Burgwedel 
Einmalklingen Typ R35 Menzel, Braunschweig 
Superfrost-Objektträger Menzel, Braunschweig 
3.8.2.2 Durchführung 
Am Schlittenmikrotom wurden aus den Paraffinblöcken Gewebsschnitte mit einer 
Schnittdicke von 2-4 µm erstellt. Die Schnitte wurden zur Entfaltung auf warmes 
Wasser gegeben und anschließend auf Objektträger aufgezogen, die über Nacht (12-
24h) in einem Wärmeschrank bei 37° getrocknet wurden. 
3.8.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) 
3.8.3.1 Material und Prüfmittel 
Tabelle 7: Material und Prüfmittel HE-Färbung 
Material Hersteller, Ort 
Hämalaun Sigma-Aldrich GmbH; D-89552 Steinheim 
Eosin 1 % MERCK, Darmstadt 
Xylol MERCK, Darmstadt 
Ethanol MERCK, Darmstadt 
Deckgläser Menzel, Braunschweig 
Eindeckmedium R.Langenbrinck Labor- und Medizintechnik; D-79331 Teningen 
3.8.3.2 Durchführung 
Die Schnitte wurden mit der HE-Färbung gefärbt. Zunächst erfolgte die 
Entparaffinierung mit einer abnehmenden Alkoholreihe: 
Tabelle 8: Entparaffinierung 
Medium Konzentration Zeit 
Xylol 100 % 3 x 10 min 
Ethanol 100 % 2 x 10 min 
Ethanol 96 % 1 x 10 min 
Ethanol 70 % 1 x 10 min 
Aqua dest.  3 x 5 min 
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Anschließend wurden die Schnitte gefärbt: 
Tabelle 9: HE-Färbung 
Arbeitsschritt Zeit 
Mayer’s Hämalaun 10 min 
Mehrmals spülen in warmem Leitungswasser 
Bläuen 10 min 
0,1 % Eosin 10 min 
kurz in Aqua dest spülen 
 
und mit einer aufsteigenden Alkoholreihe auf die Einbettung mit Xylol-haltigem 
Einbettmedium vorbereitet: 
Tabelle 10: aufsteigende Alkoholreihe 
Medium Konzentration Zeit 
Ethanol 70 % 5 min 
Ethanol 96 % 3x kurz eintauchen 
Ethanol 2 x 100 % 3x kurz eintauchen 
Xylol 100 % 3 x 5 min 
 
Schließlich wurden die Schnitte mit Eindeckmedium und einem Deckglas bedeckt und 
flach liegend trocknen gelassen. 
3.9 Mikroskopie 
Die gefärbten Gewebsschnitte wurden unter dem Lichtmikroskop auf 
Entzündungszeichen, Position und Integrität des Implantats in beurteilt. Zusätzlich 
erfolgte eine histologische Beurteilung der in vivo Biokompatibilität vorgenommen. 
3.9.1 Material und Prüfmittel 
Tabelle 11: Material und Prüfmittel Mikroskopie 
Material Hersteller, Ort 
Lichtmikroskop DM IRB/E Leica, Wetzlar 
Fluoreszenzmikroskop DM 600B Leica, Wetzlar 
 
3.9.2 Durchführung 
Die lichtmikroskopische Beurteilung der Paraffin- und HE-Schnitte erfolgte mit dem 
Darstellungsprogramm Diskus im Modus „Durchlicht manuell“. Die Vergrößerung 
wurde mit einem 10er Okular und einem 10 - 40er Objektiv erreicht. Die Bilder haben 
somit eine 100 - 400fache Vergrößerung. Die Gewebsschnitte wurden auf 
Entzündungszeichen, Position und Integrität des Implantats hin beurteilt und jeweils ein 
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HE- und Paraffinschnitt mit 100, 200 und 400facher Vergrößerung zur Dokumentation 
fotografiert. 
 Anschließend erfolgte die Untersuchung der Paraffinschnitte unter dem 
Fluoreszenzmikroskop. Dazu wurde das Darstellungsprogramm Diskus im Modus 
„Fluoreszenz“ angewandt. Die Vergrößerung erfolgte mit einem 10er Okular und einem 
10 - 40er Objektiv. Die Bilder haben somit eine 100 - 400fache Vergrößerung. Die 
Paraffinschnitte wurden auf Vorhandensein und Integrität der Implantate hin untersucht 
und ein Schnitt mit 100, 200 und 400facher Vergrößerung zur Dokumentation 
fotografiert. 
 Abschließend wurde eine histologische Beurteilung der in vivo Biokompatibilität 
der Materialien durchgeführt. Die Evaluation der histologischen Schnitte der 
subkonjunktival transplantierten Biomaterialien wird in Kooperation mit dem Institut für 
Neuropathologie des Universitätsklinikums der RWTH Aachen durchgeführt. Die 
semiquantitative Auswertung erfolgt geblindet durch den leitenden Oberarzt Dr. med. 
Bernd Sellhaus. Pro Schnitt wurden vier hochauflösende Gesichtsfelder ausgezählt 
(zwei jeweils im Bereich der Endstücke und zwei aus dem zentralen Anteil des 
Implantats) und auf spezifische mikroskopische Parameter (Tab. 1) hin untersucht. Bei 
Implantaten, die eingefaltet waren, wurde das Endstück und nicht die Falte bewertet. 
Bei kleineren oder bereits abgebauten Implantaten wurden zum Teil (z.T.) drei oder nur 
zwei hochauflösende Gesichtsfelder ausgezählt.  
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Tabelle 12: Übersicht über die mikroskopischen Parameter, die zur Beurteilung der in vivo 
Biokompatibilität herangezogen wurden. 
Parameter Charakteristika 
Gesamtzellzahl durchschnittliche Gesamtzellzahl (Entzündungszellen bzw. neu 
eingewanderte Zellen in der direkten Umgebung der Folie) pro 
hochauflösendem Gesichtsfeld (siehe (s.) Abb. 5)  
Entzündungszellen Entzündungszelltypen:  
- akute Entzündung: Granulozyten 
- chronische Entzündung: Lymphozyten, Plasmazellen 
- Fremdkörperreaktion: Makrophagen 
- Granulomatöse Entzündung: mehrkernige Riesenzellen 
Degradierungsverhalten minimale und maximale Foliendicke in µm, jeweils gemessen an 
einer Stelle, an der die Folie nicht unphysiologisch verändert war  
Ersatzgewebebildung Grad der Einkapselung der Implantate  
- frühes Stadium (+): parallel angeordnete Fibrillen, die nur 
einseitig (hier meist auf konjunktivaler Seite) ausgebildet 
sind 
- fortgeschrittenes Stadium (++): ein- bzw. beidseitig 
ausgebildete dünne Kollagenkapsel 
- vollständig ausgeprägt (+++): beidseitig ausgebildete dicke 
Kollagenkapsel  
Nachweis eines Granulationsgewebes: Fibroblasten, neu gebildete 
Kapillaren und eine lockere Anhäufung von EZM (Kollagen, 
Proteoglykane) 
Neovaskularisation neugebildete Gefäße im Implantationsgebiet 
Blutung/ Hämorrhagie Erythrozyten-Extravasat im Implantationsgebiet 
Nekrose Gewebs- und Zellkernabblassung 
  
 
niedrig  
(0-10 Zellen pro Gesichtsfeld) 
 
mittel  
(10-25 Zellen pro Gesichtsfeld) 
 
hoch  
(> 25 Zellen pro Gesichtsfeld) 
Abbildung 5: Exemplarische Darstellung der Gradeinteilung der durchschnittlichen 
Gesamtzellzahl pro Gesichtsfeld. 
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4. Ergebnisse 
4.1 Physikalische Eigenschaften der Trägermaterialien 
Zur Testung der physikalischen Eigenschaften der beiden Materialien wurde eine 
Färbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DTAF, eine Untersuchung der 
Transplantierbarkeit bzw. des Handlings und eine Beurteilung der Transparenz der 
Materialien vorgenommen. 
4.1.1 Anfärbbarkeit mit dem Fluoreszenzfarbstoff DTAF 
Die bovinen Kollagenfolien zeigten bereits nach einer einminütigen Einwirkdauer eine 
intensive, homogene Färbung, die auch nach fünf Wochen keine Abschwächung zeigte 
(Abb. 6c). Die gefärbten Folien konnten zu jedem Zeitpunkt leicht unter Operations- 
und Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden. 
 Die Polyamidfolien hingegen waren nach einer Minute Einwirkzeit nur schwach 
gefärbt. Zudem trat eine inhomogene Verteilung des Fluoreszenzfarbstoffs auf, die 
wahrscheinlich auf eine uneinheitliche Dicke des Polyamidrings zurückzuführen ist 
(Abb. 6d). Nach fünf Wochen zeigte sich eine Abnahme der Farbintensität, weshalb die 
Detektion der gefärbten Polyamidfolien unter Operations- und Fluoreszenzmikroskop 
erschwert war.  
 Bovines Kollagen Polyamid 
Nativ 
  
DTAF-gefärbt 
  
Abbildung 6: Anfärbbarkeit der Materialien im Vergleich. Das bovine Kollagen zeigte eine 
intensivere und homogenere Färbung als das Polyamid. 
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4.1.2 Transplantierbarkeit / Handling 
Die bovinen Kollagenfolien wiesen makroskopisch eine glatte und homogene 
Oberfläche auf. In trockenem Zustand waren sie relativ steif und ließen sich einfach 
zuschneiden. Beim Kontakt mit Wasser faltete sich das Material zusammen, blieb 
dabei jedoch glatt, so dass die Orientierung auch in feuchtem Zustand beibehalten 
werden konnte (Abb. 7c). In der Flüssigkeit zeigten die Kollagenfolien eine perfekte 
Autostabilität, welche das Zuschneiden erleichterte (Abb. 7e). Sie ließen sich sehr gut 
und ohne Orientierungsverlust mit einer Pinzette manipulieren und subkonjunktival 
implantieren.  
 Die Polyamidfolien zeigten unter dem Makroskop eine faserige Struktur und 
waren in trockenem Zustand sehr dünn und empfindlich. Sie ließen sich kaum ohne 
Einzureißen zuschneiden. Lagerte man sie in einem mit Luft gefüllten Gefäß neigten 
sie dazu sich statisch aufzuladen. Bei der späteren Entnahme aus dem Gefäß konnte 
es leicht zu einem Verlust der Orientierung der Folien kommen. Bei Kontakt mit 
Wasser falteten sich die Polyamidfolien zusammen, jedoch im Gegensatz zu den 
Kollagenfolien eher tropfenförmig (Abb. 7b). Daher war die Bestimmung der 
Orientierung der Folie in feuchtem Zustand erschwert. Die Polyamidfolien zeigten gute 
frei tragende Eigenschaften in der Flüssigkeit und entfalteten sich spontan wieder, 
jedoch nicht immer vollständig (Abb. 7f). Aufgrund der Weichheit des Materials war es 
schwierig es im Medium Wasser zuzuschneiden und mit einer Pinzette zu 
manipulieren. Außerdem wiesen die Polyamidfolien nur eine eingeschränkte 
Autostabilität auf (Abb. 7h). Bei der subkonjunktivalen Implantation neigten sie dazu 
sich zusammenzufalten und mussten aktiv glatt gestrichen werden.  
 
Bovines Kollagen Polyamid 
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Abbildung 7: Transplantierbarkeit/ Handling der Materialien im 
Vergleich. Das bovine Kollagen zeigte eine größere Autostabilität 
und ließ sich sehr gut manipulieren (Bilder a, c, e, g). 
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4.1.3 Transparenz 
Die bovinen Kollagenfolien zeigten schon im trockenen Zustand eine hohe 
Transparenz (Abb. 8a), die sich durch Anfeuchten des Materials weiter steigern ließ 
(Abb. 8c).  
 Die Polyamidfolien waren im trockenen Zustand nur semi-transparent (Abb. 8b). 
Im feuchten Zustand war die Transparenz der Folien zwar erhöht (Abb. 8d), jedoch 
geringer ausgeprägt als bei den feuchten Kollagenfolien. Im Vergleich zum bovinen 
Kollagen zeigte das Polyamid eine größere Diskrepanz zwischen trockenem und 
feuchtem Zustand. 
 
 Bovines Kollagen Polyamid 
trocken 
  
feucht 
  
Abbildung 8: Transparenz der Materialien im Vergleich. Sowohl im trockenen, als auch im 
feuchten Zustand zeigte sich eine höhere Transparenz des bovinen Kollagens. 
4.1.4 Zusammenfassung 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die bovinen Kollagenfolien bessere 
physikalische Ergebnisse lieferten. Sie wiesen eine schnellere Aufnahme und längere 
Persistenz des hydrophilen Fluoreszenzfarbstoffs auf, zeigten eine größere 
Autostabilität, ließen sich besser ohne Orientierungsverlust chirurgisch manipulieren 
und subkonjunktival implantieren und wiesen eine höhere Transparenz auf. 
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4.2 Zellkultivierung auf den Trägermaterialien 
Zur Überprüfung der Zytokompatibilität wurden ARPE-19 Zellen auf den beiden 
Materialien kultiviert und auf Glas als Kontrolle mitgeführt. Eine Beurteilung der Zellen 
hinsichtlich Morphologie, Vitalität und Wachstumscharakteristiken erfolgte jeweils nach 
zwei und sechs Tagen. 
4.2.1 Glaskontrolle 
Auf der Glaskontrolle zeigte sich nach zwei Tagen (Abb. 9a) bereits eine beginnende 
Konfluenz bzw. Clusterbildung der Zellen vor allem in den Randbereichen und nur sehr 
wenige tote Zellen. 
 Nach sechs Tagen (Abb. 9b) war in der Kontrollkultur ein weitgehend 
homogener Zellrasen mit RPE-typischer polygonaler Morphologie ausgebildet. Die 
Zellen erschienen dicht aneinandergelagert und vital. Pro Well wurde zu diesem 
Zeitpunkt maximal eine tote Zelle registriert. 
4.2.2 Bovines Kollagen 
Auf den bovinen Kollagenmembranen lagen nach zwei Tagen (Abb. 9c) vor allem im 
Randbereich des Wells viele vitale Zellen vor. Sie zeigten bereits beginnende 
Konfluenz, allerdings wiesen sie eine kugeligere Morphologie als die Zellen der 
Glaskontrolle auf.  
 Im Verlauf von sechs Tagen (Abb. 9d) konnte in einigen Bereichen ein 
konfluentes Wachstum erreicht werden. Allerdings wuchsen die Zellen langsamer als 
auf der Glaskontrolle und es fanden sich einige tote Zellen. Die Morphologie der Zellen 
auf den Kollagenfolien war gut, allerdings erschienen die Zellen aufgrund eines 
größeren Platzangebots ausgebreitet. 
4.2.3 Polyamid 
Auf den 200 nm Polyamidfasern fand sich nach zwei Tagen (Abb. 9i) eine eher geringe 
Zellbesiedlung und einige tote Zellen. Nach sechs Tagen (Abb. 9j) trat in einigen 
Bereichen eine Konfluenz der Zellen auf, die jedoch geringer ausgeprägt war als auf 
den Kollagenfolien und der Glaskontrolle. Außerdem konnten einige tote Zellen 
nachgewiesen werden.  
 Auf den 1 µm Fasern fand man in den Wells zu beiden Zeitpunkten jeweils zwei 
unterschiedliche Bereiche. Nach zwei Tagen zeigte sich ein Bereich (Abb. 9e) mit 
deutlich mehr toten Zellen und einer geringeren Dichte an vitalen Zellen und einen 
Bereich (Abb. 9g) mit mehr lebenden Zellen, die sich v.a. in der Mitte des Wells 
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befanden und sich entlang der Fasern orientierten. Zusätzlich zu den toten Zellen 
fanden sich zahlreiche Zellen mit „Blebbing“ der Zellmembran und insgesamt eine 
geringere Konfluenz als auf den Kollagenfasern. Nach sechs Tagen fand man 
ebenfalls einen Bereich (Abb. 9f) mit deutlich mehr toten Zellen und Zellen mit 
„Blebbing“ der Zellmembran. Die Zellen schienen im Fasernetz zu hängen. In einem 
anderen Bereich (Abb. 9h) fanden sich mehr vitale Zellen. Die Konfluenz hatte nur 
leicht zugenommen und war immer noch geringer ausgeprägt als auf den bovinen 
Kollagenfolien. 
4.2.4 Zusammenfassung 
Die Zellen auf den Kollagenfolien zeigten insgesamt ein konfluenteres Bild und es 
fanden sich weniger tote Zellen als auf den Polyamidfolien. Auch die Morphologie der 
Zellen auf dem bovinen Kollagen ähnelte stärker der RPE-Morphologie auf der 
Glaskontrolle, jedoch fand sich auf den Kollagenfasern im Vergleich zur Kontrollkultur 
ein geringeres Zellwachstum. Auf den Polyamidfolien beider Materialstärken lagen 
schon initial relativ viele tote Zellen vor, die wahrscheinlich aufgrund der 
dreidimensionalen Struktur des Polyamids nicht adhärieren konnten. Zudem wiesen 
einige Zellen eine RPE-untypische Morphologie auf. Die 200 nm Fasern zeigten 
insgesamt bessere Ergebnisse als die 1 µm Fasern.  
 Zusammenfassend ergab sich auf den Kollagenfolien eine höhere Vitalitätsrate 
der ARPE-19 Zellen als auf den 200 nm Polyamidfolien und auf diesen wiederum eine 
höhere Vitalitätsrate als auf den 1 µm Polyamidfolien. Die bovinen Kollagenfolien sind 
somit besser zur Kultivierung von RPE geeignet als die Polyamidfolien. Eine direkte 
Zytotoxizität konnte in der Zellkultur ausgeschlossen werden. 
 
 2 Tage 6 Tage 
Glaskontrolle 
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Abbildung 9: Zellkultivierung auf den Materialien im Vergleich. Auf den bovinen Kollagenfolien 
fand sich ein konfluenteres Zellwachstum und mehr vitale Zellen. 
4.3 Klinische Verlaufsbeobachtung 
Zur Beobachtung der klinischen Parameter wurden die Versuchstiere in regelmäßigen 
Abständen klinischen Kontrollen unterzogen. Dazu wurden die Kaninchen in drei 
Gruppen eingeteilt: in der Gruppe der Kurzzeittiere betrug die 
Verlaufsbeobachtungszeit eine Woche, in der Intermediärtiergruppe drei und in der 
Gruppe der Langzeittiere fünf Wochen.  
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Im Kurzzeitverlauf umfasste die Gruppe mit bovinen Kollagenimplantaten n = 7 Tiere 
mit insgesamt 15 Implantaten und die Gruppe mit Polyamidimplantaten n = 8 Tiere mit 
17 Implantaten. Die intermediäre Versuchstiergruppe beider Materialien bestand aus n 
= 5 Tieren mit 10 Implantaten und in der Gruppe der Langzeittiere wurden bei beiden 
Materialtypen jeweils n = 3 Tiere mit insgesamt 7 Implantaten geführt. 
 Die Implantationsareale wurden auf makroskopische Entzündungszeichen, wie 
z.B. vermehrte Gefäßfüllung, Einsprossung neuer Gefäße und Einkapselung der 
Materialien hin untersucht. Eine gute Verträglichkeit zeichnete sich durch ein glatt 
liegendes Implantat ohne Umgebungsreaktion aus. 
4.3.1 Entzündungsreaktion 
4.3.1.1 Bovines Kollagen 
In der Gruppe der Kurzzeittiere zeigten sechs der sieben Tiere nach einer Woche eine 
milde akute Entzündungsreaktion an einem Implantat, drei davon an beiden 
Implantaten. Vier Tiere wiesen ein eingekapseltes Implantat auf.  
 Die Gruppe der Intermediärtiere zeigte einen Rückgang der akuten 
Entzündungsreaktion. Nur drei Implantate wiesen eine vermehrte Vaskularisierung auf, 
alle übrigen Implantate erschienen blande. Eine Einkapselung der Implantate konnte 
bei keinem der Tiere nachgewiesen werden.  
 Im Langzeitverlauf war die Entzündungsreaktion weiterhin rückläufig. Zwei Tiere 
zeigten an jeweils einem Implantat eine Entzündungsreaktion in Form einer diskret 
vermehrten Gefäßfüllung. An einem Implantat war zusätzlich eine Einkapselung zu 
sehen. Die übrigen fünf Implantate erschienen inert. 
 Es fiel auf, dass sich die temporalen Kollagenimplantate häufiger und stärker 
entzündeten und schneller abgebaut wurden, als die Implantate in superiorer Position. 
4.3.1.2 Polyamid 
In der Gruppe der Kurzzeittiere wiesen sechs von acht Tieren eine 
Entzündungsreaktion an einem der beiden Implantate auf. Zwei Tiere zeigten an 
keinem der beiden Implantate Zeichen einer Entzündung. Bei einem Tier waren alle 
drei Implantate von einer starken Entzündung mit starker Kapselbildung und Arrosion 
der Konjunktiva betroffen. Zwei Tiere wiesen ein eingekapseltes Implantat auf.  
 In der Gruppe der Intermediärtiere zeigte sich, wie bei den 
Kollagenimplantaten, ein Rückgang der akuten Entzündung. Nur ein Tier zeigte ein 
Implantat mit einer vermehrten Vaskularisierung und Kapselbildung. Alle übrigen 
Implantate erschienen inert. 
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Im Langzeitverlauf war die Entzündungsreaktion weiter rückläufig. Zwei von drei Tieren 
wiesen je zwei völlig blande Implantate auf, von denen drei eingekapselt waren. Ein 
Tier zeigte an allen drei Implantaten eine leichte persistierende Entzündungsreaktion 
mit diskreter Vaskularisierung und starker Kapselbildung, die jedoch wahrscheinlich auf 
Fremdmaterial zurückzuführen war.  
4.3.2 Degradierungsverhalten 
Die beiden Materialien zeigten eine unterschiedliche makroskopische 
Degradierungsgeschwindigkeit.  
 Fünf Wochen nach Implantation wies ein Großteil (4/ 7) der Kollagenfolien 
Abbauerscheinungen auf. Diese zeichneten sich durch eine Größenminderung und 
eine reduzierte Gelbfärbung der Implantate aus. Im Gegensatz zu den 
Polyamidimplantaten ließen die Kollagenmembranen zudem meist braune 
Pigmentablagerungen im Implantationsgebiet erkennen (Abb. 10). 
 Die Polyamidfolien zeigten nach fünf Wochen nur geringe bzw. keine klinisch 
erkennbaren Abbauerscheinungen (Abb. 11).  
 
 
Abbildung 10: Bovines Kollagen in 
einer Kontrolle nach fünf Wochen. Es 
fanden sich deutlich erkennbare 
Abbauerscheinungen und 
Pigmentablagerungen im 
Implantationsgebiet. 
 
Abbildung 11: Polyamid in einer 
Kontrolle nach fünf Wochen. Es liegt 
ein nur geringfügig degradiertes 
Implantat vor. 
 
4.3.3 Nebenbefunde 
Einige Implantate beider Materialien zeigten in der postoperativen Kontrolle eine 
Entzündungsreaktion im Bereich der Nahtstelle (Abb. 12 + 13). Diese war meist bereits 
nach drei Wochen, definitiv jedoch nach fünf Wochen rückläufig. Die Nahtentzündung 
konnte lokal isoliert, oder aber synchron mit einer Entzündungsreaktion des Implantats 
auftreten. 
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Abbildung 12: Bovines Kollagen in 
einer Kontrolle nach einer Woche. 
Der Pfeil zeigt auf die 
Entzündungsreaktion im Bereich der 
Naht, links davon liegt das weitgehend 
blande Implantat. 
 
Abbildung 13: Polyamid in einer 
Kontrolle nach einer Woche. Der Pfeil 
zeigt auf die isolierte 
Entzündungsreaktion im Bereich der 
Naht, oberhalb davon liegt das blande 
Implantat. 
4.3.4 Zusammenfassung 
Sowohl bovine Kollagen- (Abb. 14a), als auch Polyamidimplantate (Abb. 14b) wiesen 
in der postoperativen Kontrolle nach einer Woche subkonjunktivale Gefäßinjektionen 
und eine vermehrte Gefäßfüllung im Implantationsbereich auf. Im Bereich der 
Polyamidimplantate waren die Gefäßeinsprossungen stärker ausgeprägt als im 
Bereich der Kollagenimplantate und wiesen teils eine korkenzieherförmige Morphologie 
(Abb. 14b) auf. Die Gefäßveränderungen waren in den meisten Fällen nur temporär 
vorhanden, nach drei Wochen zeigten sie sich bei beiden Materialien rückläufig oder 
konnten nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 14c+d). Selten persistierten diskrete 
Gefäßinjektionen jedoch auch bis zu drei Wochen, in Ausnahmefällen waren sie in 
deutlich abgemilderter Form auch nach fünf Wochen noch nachweisbar.  
 In der klinischen Verlaufskontrolle zeigte sich weiterhin, dass die Polyamidfolien 
insgesamt seltener (n = 10/ 34) zu einer Entzündung im Implantationsbereich führten 
und meist einen milderen Entzündungsverlauf als die bovinen Kollagenfolien (n = 15/ 
32) aufwiesen.  
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 Bovines Kollagen Polyamid 
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Abbildung 14: Nach einer Woche lag eine vermehrte Gefäßfüllung und Einsprossung 
neuer Gefäße im Implantationsgebiet beider Materialien vor (Bilder a + b). Nach drei 
Wochen waren diese rückläufig (Bilder c + d) 
Eine Einkapselung der Kollagenimplantate trat fast ausschließlich in den 
postoperativen Kontrollen nach einer Woche auf (Abb. 15a) und war nach drei Wochen 
nicht mehr nachweisbar. Auch die Polyamidfolien zeigten im Kurzzeitverlauf eine 
Kapselbildung (Abb. 15b), die ebenfalls nach drei Wochen rückläufig war. Jedoch wies 
ein Großteil der Polyamidimplantate im Langzeitverlauf erneut eine Kapselbildung auf 
(Abb. 15d), während die Kollagenimplantate mit Ausnahme eines Implantats nach fünf 
Wochen nicht eingekapselt erschienen (Abb. 15c). 
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Abbildung 15: Bei beiden Materialien fand sich nach einer Woche eine Kapselbildung 
(Bilder a + b). Nach fünf Wochen war diese bei den Kollagenimplantaten nicht mehr 
nachweisbar, während die Polyamidimplantate, nach einer Rückbildung der Kapsel im 
mittleren Zeitverlauf, eine erneute Einkapselung aufwiesen (Bilder c + d). 
Die makroskopische Beurteilung ergab zudem, dass Kollagen im Gegensatz zu 
Polyamid eine deutlich höhere Degradierungsgeschwindigkeit aufwies und eine 
Pigmentierung im Implantationsgebiet hinterließ. 
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Abbildung 16: Zusammenfassende Übersicht der klinischen Verlaufsbeobachtung beider 
Materialien. 
4.4 Histologie 
Wie in Kapitel 3.9.2 beschrieben, wurden verschiedene Kriterien für eine vergleichende 
Beurteilung der Biokompatibilität der beiden Biomaterialien herangezogen. Zum einen 
wurden die Entzündungszellen in direkter Umgebung des Materials gezählt, zum 
anderen wurden Parameter wie Einkapselung des Implantats, Vaskularisierung des 
Implantationsareals, Vorkommen von Blutungen oder Nekrosen und die Ausbildung 
eines Granulationsgewebes vermerkt. Die Degradation der Materialien stellte ein 
weiteres Charakteristikum für die Evaluation dar. 
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4.4.1 Histologische Verlaufsbeobachtung 
4.4.1.1 Bovines Kollagen  
In der Gruppe der Kurzzeittiere lag die durchschnittliche Gesamtzellzahl pro 
Gesichtsfeld bei den meisten Implantaten (n = 3) im mittleren Bereich (Tab. 13).  
Vorherrschende Entzündungszelltypen waren Eosinophile und Neutrophile (Graph. 2). 
Die Einkapselung war bei einem Großteil der Implantate (n = 4) nur gering und meist 
einseitig ausgeprägt. Im Bereich eines Implantats zeigte sich die Ausbildung eines 
Granulationsgewebes, das sich an der Kapselaußenseite befand. Der Großteil der 
Implantate (n = 5) wies in unmittelbarer Nähe zum Material Gefäße als Zeichen einer 
Neovaskularisation auf. Ein Erythrozyten-Extravasat im Rahmen einer Hämorrhagie 
lag bei drei Implantaten vor.  
 Übereinstimmend mit der Kontrolle nach einer Woche zeigten die meisten 
Implantate (n = 3) der intermediären Versuchsgruppe eine Gesamtzellzahl im mittleren 
Bereich (Tab. 13), jedoch waren jetzt Makrophagen und Lymphozyten am häufigsten 
vertreten (Graph. 2). Die Kapselbildung befand sich bei dem Großteil der Implantate (n 
= 4) weiterhin im frühen Stadium. Ein Implantat wies Granulationsgewebe innerhalb 
der Kapselformation auf. Die Neovaskularisation war leicht rückläufig, in drei 
Implantationsgebieten fanden sich neugebildete Gefäße. Ein Erythrozyten-Extravasat 
als Zeichen einer Hämorrhagie zeigte sich im Bereich von drei Implantaten.  
 Im Langzeitverlauf war die durchschnittliche Gesamtzellzahl angestiegen, sie 
lag im Bereich der meisten Implantate (n = 4) im hohen Bereich (Tab. 13). Diese 
Erhöhung der Gesamtzellzahl wurde durch eine Infiltration mit Lymphozyten und 
Makrophagen (Graph. 2) hervorgerufen. Die Einkapselung hatte sich im Bereich der 
meisten (n = 5) Implantate zurückgebildet. Einige Implantate (n = 3) waren durch ein 
zell- und gefäßreiches Granulationsgewebe ersetzt worden, welches sich innerhalb der 
Kapselformation befand. Die Vaskularisierung hatte zugenommen. Alle 
Implantationsgebiete dieses Zeitpunkts wiesen neugebildete Gefäße auf, drei zeigten 
zudem Zeichen einer Hämorrhagie.  
4.4.1.2 Polyamid 
In der Gruppe der Kurzzeittiere lag die Gesamtzellzahl bei der Mehrheit der Implantate 
(n = 4) im hohen Bereich (Tab. 13) und kam durch eine Infiltration mit neutrophilen und 
eosinophilen Granulozyten (Graph. 3) zustande. Alle Implantate dieses Zeitpunkts 
waren von einer frühen Kapsel umgeben und zeigten die Ausbildung eines 
Granulationsgewebes. Nahezu alle Implantate (n = 4) wiesen neugebildete Gefäße und 
ein Erythrozyten-Extravasat im Implantationsgebiet auf. 
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In der intermediären Versuchstiergruppe war die durchschnittliche Gesamtzellzahl im 
Implantationsbereich der meisten (n = 5) Implantate gesunken und befand sich im 
niedrigen Bereich (Tab. 13). Die häufigste Zellart stellten Lymphozyten (Graph. 3) dar, 
allerdings wurde der hohe Durchschnittswert durch die stark erhöhte Lymphozytenzahl 
eines Gewebsschnittes (7/ Gesichtsfeld) hervorgerufen. Nur noch die Hälfte der 
Implantate (n = 3) wies eine frühe, einseitig ausgeprägte Kapsel auf, die andere Hälfte 
(n = 3) war nicht mehr eingekapselt. Wie im Kurzzeitverlauf zeigte sich im 
Implantationsbereich aller Implantate dieses Zeitpunkts ein Granulationsgewebe. Die 
Neovaskularisation war rückläufig, nur noch zwei Implantate wiesen neugebildete 
Gefäße im Implantationsgebiet auf. Im Bereich dreier Implantate lag ein Erythrozyten-
Extravasat vor, das jedoch bei einem der Implantate keinen direkten Kontakt zum 
Implantationsgebiet hatte. 
 Im Langzeitverlauf zeigte die durchschnittliche Gesamtzellzahl bei den meisten 
Implantaten (n = 4) einen Anstieg auf Werte im mittleren Bereich (Tab. 13). Die am 
häufigsten registrierten Zellen waren Eosinophile und Riesenzellen (Graph. 3). Bei 
einem Tier lagen drei stark entzündete Implantate vor. Eins dieser Implantate war von 
einem kugelförmigen, akut entzündlichen Prozess umgeben. Es zeigte eine extreme 
Dicke von etwa 2 mm und eine fortgeschrittene, aus mehreren Lamellen festen 
Bindegewebes bestehende, etwa 30 µm dicke, beidseitig ausgeprägte Kapsel. Das 
Material des Implantats konnte nicht mehr eindeutig nachgewiesen werden, da man es 
nur schwer vom Ersatzgewebe unterscheiden konnte. Zwei der Gewebsschnitte dieses 
Tieres zeigten zudem deutlich erhöhte Zahlen für neutrophile und eosinophile 
Granulozyten und Lymphozyten. Die Einkapselung hatte erneut zugenommen, die 
Mehrheit der Implantate dieses Zeitpunkts (n = 6) war von einer frühen, einseitigen 
Kapsel umgeben. Alle Implantate (n = 7) dieses Zeitpunkts wiesen Zeichen der 
Neovaskularisation und Granulationsgewebebildung auf, zwei ein Erythrozyten-
Extravasat.  
4.4.2 Entzündungsreaktion 
In der histologischen Auswertung zeigte sich, dass sich die Gesamtzellzahlhöhe bei 
beiden Materialien ähnlich entwickelte. Nach einer Woche lagen im Bereich des 
Großteils der Gewebsschnitte mittlere bis hohe Gesamtzellzahlen von durchschnittlich 
etwa 26 Entzündungszellen pro hochauflösendem Gesichtsfeld beim bovinen Kollagen 
bzw. 42 Entzündungszellen pro hochauflösendem Gesichtsfeld beim Polyamid vor 
(Tab. 13). Die Polyamidimplantate wiesen in der Mehrheit der Gewebsschnitte hohe 
Gesamtzellzahlen auf, während die Gesamtzellzahlen im Bereich der 
Kollagenimplantate meist im mittleren Bereich lagen.  Die Ursache der 
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Gesamtzellzahlerhöhung bei den Kurzzeittieren ist wahrscheinlich eine durch den 
operativen Eingriff hervorgerufene akute Entzündung, die mit einer Zellinfiltration 
einhergeht. Diese in der klinischen Verlaufskontrolle beobachtete Entzündungsreaktion 
konnte demnach durch die Histologie bestätigt werden.  
 Nach drei Wochen war die Zellinfiltration im Bereich beider Implantattypen 
rückläufig. Alle Gewebsschnitte der Polyamidfolien und der Großteil der 
Gewebsschnitte der Kollagenfolien wiesen Gesamtzellzahlen im mittleren oder 
niedrigen Bereich auf (Tab. 13). Die Gewebsschnitte der Polyamidimplantate zeigten 
insgesamt niedrigere Gesamtzellzahlen, als die der Kollagenimplantate. Der Rückgang 
der Gesamtzellzahlhöhe ist mit der auch klinisch beobachteten Regression der akuten 
Entzündung vereinbar.  
 Im Langzeitverlauf fand sich in den Implantationsarealen beider Materialien 
erneut eine Erhöhung der Gesamtzellzahl (Tab. 13), die auf eine Organisation des 
Implantationsbereichs zurückzuführen ist. Der Großteil der Gewebsschnitte des 
bovinen Kollagens wies hohe Zellzahlen von bis zu 70 Zellen pro Gesichtsfeld (Tab. 
13) auf. Die durchschnittliche Gesamtzellzahl lag bei 35 Zellen pro Gesichtsfeld. Im 
Gegensatz zu den Gewebsschnitten des bovinen Kollagens zeigte die Mehrheit der 
Implantationsgebiete des Polyamids Gesamtzellzahlen im mittleren und niedrigen 
Bereich. Die durchschnittliche Gesamtzellzahl in den Gewebsschnitten des Polyamids 
lag bei  28 Zellen pro Gesichtsfeld (Tab. 13). 
Tabelle 13: Absolute Gesamtzellzahlen in den Gewebsschnitten der 
beiden Materialien zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten. 
Währen die Gewebsschnitte der Polyamidimplantate nach einer 
Woche die höchsten Gesamtzellzahlen aufwiesen, lagen die höchsten 
Gesamtzellzahlen in den Gewebsschnitten der Kollagenimplantate 
nach fünf Wochen vor. 
Material Implantat 1 Woche 3 Wochen 5 Wochen 
Bovines Kollagen 1 9 2 8 
 2 16 7 22 
 3 22 16 26 
 4 24 18 37 
 5 42 22 46 
 6 46 28 71 
 Mittelwert 26,5 15,5 35 
Polyamid 1 4 1 5 
 2 11 2 16 
 3 35 4 18 
 4 39 5 19 
 5 44 8 23 
 6 119 17 56 
 7 - - 60 
 Mittelwert 42 6,2 28,1 
Legende: niedrig (0-10 Zellen pro Gesichtsfeld) mittel (11-25 Zellen 
pro Gesichtsfeld) hoch (> 25 Zellen pro Gesichtsfeld) 
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Graphik 1: Relative Verteilung der Gesamtzellzahlen. 
Es fand sich ein größerer Anteil mittlerer und hoher 
Gesamtzellzahlen in den Gewebsschnitten des bovinen 
Kollagens. 
Die qualitative Untersuchung der Entzündungszellen zeigte nach einer Woche in den 
Gewebsschnitten beider Materialien eine Erhöhung der Zellen der akuten Entzündung 
wie z.B. neutrophile und eosinophile Granulozyten (Abb. 17a + b, Graph. 2 + 3). Diese 
Beobachtung bestätigte den klinischen Eindruck einer akuten Entzündungsreaktion. 
 Im mittleren Verlauf zeigte sich ein Rückgang der akuten Entzündungszellen, 
der sich ebenfalls klinisch nachvollziehen ließ. In den Gewebsschnitten einiger boviner 
Kollagenfolien fanden sich jedoch weiterhin erhöhte Zahlen neutrophiler Granulozyten 
(Abb. 17c, Graph. 2). Dies weist auf einen Fortbestand der akuten Entzündung hin. 
Weiterhin zeigte sich ein Anstieg der Lymphozytenzahl (Abb. 17c, Graph. 2), der mit 
der Entwicklung einer chronischen Entzündung assoziiert ist. Die Gewebsschnitte des 
bovinen Kollagens wiesen außerdem im Vergleich zum Kurzzeitverlauf eine erhöhte 
Makrophagenzahl auf, die auf eine Fremdkörperreaktion hindeutet (Abb. 17c, Graph. 
2). In den Gewebsschnitten des Polyamids fand sich nach drei Wochen eine hohe 
durchschnittliche  Lymphozytenzahl (Abb. 17d, Graph. 3), die jedoch vor allem durch 
einen Gewebsschnitt mit einer stark erhöhten Lymphozytenzahl (7/ Gesichtsfeld) 
hervorgerufen wurde.  
 Nach fünf Wochen fand sich im Bereich der Kollagenimplantate eine Zunahme 
der Lymphozytenzahl (Abb. 17e, Graph. 2). Möglicherweise war in diesen Fällen die 
akute Entzündung in eine chronische Entzündung übergegangen. Auch zeigte sich 
eine erhöhte Zahl an Makrophagen (Abb. 17e, Graph. 2), die eine Fremdkörperreaktion 
anzeigen. Die Gewebsschnitte der Polyamidimplantate wiesen nach fünf Wochen eine 
Vermehrung von Riesenzellen und eine Zunahme der Riesenzellgröße (Abb. 17f, 
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Graph. 3) auf. Dies ist mit einer granulomatöse Entzündung vereinbar. Außerdem 
zeigte sich eine deutliche Vermehrung eosinophiler Granulozyten (Abb. 17f, Graph. 3). 
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Abbildung 17: Vorherrschende Entzündungszelltypen in den Gewebsschnitten der 
beiden Materialien zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten. Bilder a + b 
zeigen Implantate nach einer Woche (400fache Vergrößerung), Bilder c + d nach drei 
Wochen (400 fache Vergrößerung), Bilder e + f nach fünf Wochen (200 fache 
Vergrößerung). Pfeil 1 = eosinophiler Granulozyt, Pfeil 2 = neutrophiler Granulozyt; 
Pfeil 3 = Lymphozyt; Pfeil 4= Makrophage; Pfeil 5 = Riesenzelle. 
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Graphik 2: Vorherrschende Entzündungszelltypen in den 
Gewebsschnitten der bovinen Kollagenimplantate zu den 
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten. 
 
 
Graphik 3: Vorherrschende Entzündungszelltypen in den 
Gewebsschnitten der Polyamidimplantate zu den 
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten. 
 
4.4.3 Degradierungsverhalten 
Das histologische Degradierungsmuster der beiden Materialien stellte sich 
unterschiedlich dar (Graph. 4).          
 Die Kollagenimplantate zeigten eine kontinuierliche Abnahme der Foliendicke. 
Zu Beginn der Beobachtung belief sich die durchschnittliche Foliendicke auf 45-51 µm. 
Nach einer Woche waren die Membranen ca. 45-70 µm dick und hatten somit ihre 
Ausgangsstärke beibehalten, bzw. waren bei der Aufbewahrung in PBS durch 
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Flüssigkeitsaufnahme leicht bis auf 70 µm geschwollen (Abb. 18a). Möglich ist auch, 
dass die Folien durch einen schrägen Anschnitt je nach Schnittwinkel dicker bzw. 
dünner erschienen. Nach drei Wochen war die Foliendicke der Kollagenimplantate auf 
30-40 µm gesunken. Die Randbereiche einiger Implantate waren aufgelockert und 
Teile der Folien bereits degradiert (Abb. 18c). Am Ende des Beobachtungszeitraums 
nach fünf Wochen war die Dicke der Kollagenimplantate nicht mehr messbar, da diese 
bereits weitgehend bzw. vollständig abgebaut waren. In den meisten Fällen konnten 
nur noch einzelne Kollagenfibrillen unter dem Lichtmikroskop sichtbar gemacht werden 
(Abb. 18e). Unter dem Fluoreszenzmikroskop ließ sich in diesem Stadium noch eine 
schwache DTAF-Fluoreszenz nachweisen, die das Implantat auswies (Abb. 30i).  
 Die Polyamidimplantate zeigten nach einer Woche eine enorme Schwellung 
von ihrer Ausgangsdicke (15 µm) auf durchschnittlich 230 µm (Abb. 18b). Nach zwei 
Wochen war diese wahrscheinlich ebenfalls durch Flüssigkeitsaufnahme oder 
Zellinfiltration bedingte Schwellung leicht rückläufig. Die Dicke der Implantate betrug 
nun im Mittel 170 µm (Abb. 18d). Nach fünf Wochen zeigte sich erneut eine Zunahme 
der Implantatdicke auf durchschnittlich 320 µm (Abb. 18f). Diese Veränderung kann auf 
die Struktur des Materials zurückgeführt werden. Es weist im Gegensatz zum eher 
festen Kollagen eine losere Anordnung der Fasern auf, die es den eingewanderten 
Zellen erlaubt, in das Implantat einzudringen und es aufzulockern.  
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Abbildung 18: Degradierungsverhalten der beiden Materialien über den Zeitverlauf. 
Bilder a + b zeigen Implantate nach einer Woche, Bilder c + d nach drei Wochen, Bilder 
e + f nach fünf Wochen. Vergrößerung: a,c,e: 400fach; b,d: 200fach; f: 100fach. 
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Graphik 4: Abbauverhalten der beiden Materialien über 
den Zeitverlauf. Bei den Polyamidfolien zeigte sich 
zunächst eine starke Zunahme, nach drei Wochen leichte 
Abnahme und nach fünf Wochen wieder eine Zunahme 
der Foliendicke. Bei den Kollagenfolien fand sich eine 
kontinuierliche Abnahme der Foliendicke bis in den nicht 
mehr messbaren Bereich. 
4.4.4 Ersatzgewebebildung 
In der histologischen Auswertung konnte in den Gewebsschnitten beider Materialien 
die Ausbildung eines Ersatzgewebes in Form einer Einkapselung der Implantate und 
der Ausbildung eines Granulationsgewebes beobachtet werden. Die fibrösen Kapseln 
bestanden aus kollagenen Fasern, die sich an den Randbereich der implantierten 
Folien anlagerten.  
 Nach einer Woche lagen in den Gewebsschnitten der bovinen 
Kollagenimplantate meist einseitig ausgeprägte frühe Kapseln in Form einzelner 
parallel angeordneter Kollagenfibrillen vor (Abb. 19a). Nach drei Wochen war die 
Einkapselung fortgeschritten. Die Kapseln bestanden aus mehreren Kollagenschichten 
und waren meist beidseitig vorhanden (Abb. 19c). Nach fünf Wochen fand sich meist 
keine Einkapselung der Kollagenimplantate mehr. In einigen Gewebsschnitten konnten 
jedoch noch einzelne Fibrillen einer späten Kapsel nachgewiesen werden (Abb. 19e). 
Aus diesen Beobachtungen lässt sich schließen, dass das bovine Kollagen als 
Fremdkörper erkannt und durch eine Gewebsreaktion abgekapselt wurde. Nach fünf 
Wochen war das Material weitestgehend abgebaut bzw. durch Granulationsgewebe 
ersetzt worden, weshalb sich auch die fibröse Kapsel wieder zurückbildete.  
 Die Kapselbildung im Bereich der Polyamidfolien war insgesamt geringer 
ausgeprägt (Abb. 19b,d,f). Vor allem die intermediären Implantate zeigten eine 
schwächere Einkapselung als die Kollagenfolien (Abb. 19d). Möglicherweise liegt die 
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Ursache dafür in der frühen Integration der Polyamidimplantate in das umliegende 
Gewebe.  
 Die histologischen Ergebnisse in Bezug auf die Einkapselung der Materialien 
stehen im Gegensatz zu den makroskopischen Beobachtungen. Klinisch zeigte sich 
häufiger eine Einkapselung der Polyamidimplantate, die in einigen Fällen auch noch in 
der letzten Kontrolle nach fünf Wochen nachweisbar war. Die Kollagenimplantate 
hingegen wiesen makroskopisch nur bei zwei Implantaten des Kurzzeitverlaufs die 
Ausbildung einer Kapsel auf.  
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Abbildung 19: Kapselbildung in den Gewebsschnitten der beiden Materialien über den 
Zeitverlauf. Beim bovinen Kollagen zeigte sich nach einer Woche (a) eine frühe Kapsel, 
nach drei Wochen (c) eine fortgeschrittene Kapselbildung und nach fünf Wochen (e) 
eine zurückgebildete Kapsel. Beim Polyamid zeigten sich zu allen drei Zeitpunkten 
Kapseln im frühen Stadium (b,d,f). Die Pfeile zeigen auf die Kapseln. Vergrößerung: 
a,b,d,e: 200fach; c,f: 100fach. 
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Beide Materialien wurden im Laufe des Beobachtungszeitraums durch ein zell- und 
gefäßreiches Granulationsgewebe ersetzt.  
 In den Implantationsgebieten der Polyamidimplantate bildete es sich schon sehr 
früh aus. Bereits nach einer Woche konnten für das Granulationsgewebe typische 
Bindegewebszellen und Gefäßeinsprossungen nachgewiesen werden. Die frühe 
Ausbildung eines Granulationsgewebes weist auf eine Integration des Materials in das 
umliegende Gewebe hin (Abb. 20).  
 Im Bereich der bovinen Kollagenimplantate fand sich erst nach etwa fünf 
Wochen die Ausbildung eines Granulationsgewebes. Dieses war an die Stelle des zu 
diesem Zeitpunkt bereits degradierten Implantats getreten (Abb. 22).  
  
 
Abbildung 20: Die Polyamidfasern 
wurden bereits nach einer Woche z.T. 
durch Granulationsgewebe ersetzt. Pfeil 
1: Gefäß.  Pfeil 2: 
Granulationsgewebezellen (200 fache 
Vergrößerung). 
 
Abbildung 21: In den Gewebsschnitten 
des bovinen Kollagens zeigten sich die 
Granulationsgewebe-typischen Zellen 
und Gefäße erst nach ca. fünf Wochen. 
Pfeil 1: Gefäße. Pfeil 2: 
Granulationsgewebezellen (200 fache 
Vergrößerung). 
4.4.5 Neovaskularisation 
In den Implantationsgebieten beider Materialien fand sich eine über den 
Beobachtungszeitraum zunehmende Gefäßneubildung.  
 Bereits nach einer Woche waren sowohl in der Mehrheit der Kollagen- (Abb. 
22a), als auch der Polyamidimplantationsareale (Abb. 22b) neugebildete Gefäße zu 
finden. Übereinstimmend mit den klinischen Beobachtungen war die Gefäßinjektion im 
Bereich der Polyamidimplantate besonders stark ausgeprägt. Die Gefäßneubildungen 
lassen sich auf den operativen Eingriff und die damit verbundene akute Entzündung 
zurückführen.  
 Nach drei Wochen lagen im Implantationsgebiet der meisten (n = 4) 
Kollagenimplantate immer noch Zeichen der Neovaskularisation vor, während nur noch 
zwei Gewebsschnitte des Polyamids neugebildete Gefäße aufwiesen. Grund für die 
4. Ergebnisse  55 
Abnahme der Gefäßneubildung ist wahrscheinlich die Rückbildung der durch den 
operativen Eingriff hervorgerufenen akuten Entzündung bzw. die beginnende 
Defektheilung.  
 Nach fünf Wochen wiesen alle Implantate beider Materialien (Abb. 22c+d) 
Neovaskularisation im Implantationsbereich auf. Die neu aufgetretene bzw. 
persistierende Neubildung von Gefäßen kann mit einer Organisation des 
Implantationsbereichs bzw. der Ausbildung eines Granulationsgewebes erklärt werden. 
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Abbildung 22: Vaskularisierung in den Gewebsschnitten der beiden Materialien zu den 
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten. Bilder a + b zeigen die Implantate nach einer 
Woche (200fache Vergrößerung), Bilder c + d nach fünf Wochen (200fache 
Vergrößerung). Pfeil 1 = Gefäß, Pfeil 2 = Kapillare. 
4.4.6 Hämorrhagie 
In den Gewebsschnitten beider Materialien konnten weiterhin sog. Erythrozyten-
Extravasate nachgewiesen werden, die das histologische Korrelat einer Hämorrhagie 
darstellen.  
 Im Bereich der Kollagenimplantate zeigte sich eine Zunahme des Anteils 
hämorrhagischer Implantate über den Beobachtungszeitraum. Nach einer Woche 
wiesen die Hälfte der Kollagenimplantate, nach drei Wochen nahezu alle ein 
Erythrozyten-Extravasat im Implantationsgebiet auf (Abb. 23). Im Langzeitverlauf fand 
sich ein leichter Rückgang der Gewebsschnitte die Zeichen einer Hämorrhagie zeigten.  
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In der Mehrheit der Gewebsschnitte des Polyamids zeigte sich nach einer Woche ein 
Erythrozyten-Extravasat (Abb. 24). Nach drei Wochen fand sich dieses nur noch in der 
Hälfte, nach fünf Wochen nur noch in zwei Implantationsgebieten. Es kam somit in den 
Gewebsschnitten der Polyamidimplantaten zu einem Rückgang des Anteils 
hämorrhagischer Implantationsgebiete über den Beobachtungszeitraum. 
 
 
Abbildung 23: Bovines Kollagen nach 
drei Wochen. Der Pfeil zeigt auf das 
Erythrozyten- Extravasat (200 fache 
Vergrößerung). 
 
Abbildung 24: Polyamid nach einer 
Woche. Die Pfeile zeigen auf das 
Erythrozyten- Extravasat (200 fache 
Vergrößerung). 
4.4.7 Nekrose 
Zeichen einer Nekrose, wie Gewebs- und Zellkernabblassung, lagen nur in einem 
Gewebsschnitt eines Polyamidimplantats aus der Gruppe der Kurzzeittiere vor, das 
aufgrund von Fremdmaterial eine starke Entzündungsreaktion aufwies (Abb. 25). Alle 
anderen Gewebsschnitte beider Materialien wiesen ausschließlich vitales Gewebe auf. 
 
 
 
Abbildung 25: Polyamid nach einer 
Woche. Der Pfeil zeigt auf den 
nekrotischen Bereich (200fache 
Vergrößerung). 
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4.4.8 Nebenbefunde 
Zusätzlich zu den untersuchten Kriterien zeigten sich die im Folgenden beschriebenen 
Nebenbefunde: 
4.4.8.1 Fadengranulom 
In einem Gewebsschnitt eines Kollagenimplantats konnte der Anschnitt eines 
polarisierenden Fadens nachgewiesen werden, der von Makrophagen und 
Riesenzellen umgeben war (Abb. 26). Dieses sog. Fadengranulom ist das 
histologische Korrelat der klinisch beobachteten Entzündungen im Nahtbereich. Tritt 
die Entzündung isoliert im Bereich des Fadens auf und spart den Implantationsbereich 
aus, ist sie nicht als Reaktion auf das Implantat, sondern auf das Nahtmaterial zu 
werten. 
 
 
Abbildung 26: Bovines Kollagen nach 
drei Wochen. Der Pfeil zeigt auf das 
Fadengranulom (200fache 
Vergrößerung). 
4.4.8.2 Melanophagen 
In den Gewebsschnitten der Kollagenimplantate lagen nach fünf Wochen neben den 
üblichen Zellen auch einige Melanophagen (Abb. 27) vor. Sie entstehen, wenn 
Melaninpigment von der Choroidea über die Vortexvenen in den subkonjunktivalen 
Raum abgegeben und dort von Makrophagen aufgenommen wird. In den 
Gewebsschnitten der Polyamidimplantate konnten keine Melanophagen nachgewiesen 
werden. 
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Abbildung 27: Bovines Kollagen nach 
fünf Wochen. Die Pfeile zeigen auf die 
Melanophagen (400fache 
Vergrößerung). 
4.4.8.3 Einfluss der Implantationstechnik auf die Gewebsreaktion 
In der Auswertung der histologischen Gewebsschnitte zeigte sich, dass die 
Implantationstechnik einen Einfluss auf die Stärke der Gewebsreaktion hat. Glatt 
implantierte Folien waren meist nur von wenigen Zellen umgeben (Abb. 28a), während 
beim Implantationsvorgang gefaltete Folien deutlich stärkere Zellinfiltrate im 
Implantationsgebiet aufwiesen (Abb. 28b). Auch lagen in einigen Gewebsschnitten 
gefalteter Folien mitotische Zellen vor, die auf einen durch die Faltung ausgelösten 
Proliferationsreiz hinweisen (Abb. 28c + d). 
 
  
  
Abbildung 28: Bovines Kollagen nach drei Wochen. Bilder a + b (200fach) zeigen, 
dass die Implantationstechnik eine Auswirkung auf die Gewebsreaktion hat. Die 
glatte Folie (a) ruft eine geringere Zellinfiltration hervor als die gefaltete Folie (b). 
Bilder c + d (400fach) zeigen, dass eine Faltung des Implantats einen 
Profilerationsreiz (Mitosen) hervorrufen kann. Die Pfeile zeigen auf die Mitosen. 
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Die Gewebsschnitte rauer, aufgesplitterter oder gebrochener Implantate wiesen 
ebenfalls stärkere Zellinfiltrate (Abb. 29) auf als die Implantationsgebiete glatter, 
intakter Implantate. Dies ist damit zu erklären, dass sich die Zellen an aufgeraute oder 
gebrochene Bereiche eines Implantats besser anlagern und diese besser abbauen 
können. 
 
 
Abbildung 29: Bovines Kollagen nach 
einer Woche. Der Pfeil zeigt auf das 
aufgesplitterte Endstück mit dem 
Zellinfiltrat (200fache 
Vergrößerung). 
 
4.4.8.4 Einfluss der Implantatlokalisation auf die Gewebsreaktion 
In der klinischen Untersuchung fiel auf, dass häufig nur das temporale 
Kollagenimplantat eines Auges Entzündungszeichen aufwies, bzw. eingekapselt 
erschien. Diese Beobachtung bestätigte sich in der histologischen Auswertung: die in 
temporaler Position implantierten Kollagefolien zeigten durchschnittlich höhere 
Gesamtzellzahlen im Implantationsgebiet, als die Kollagenfolien in superiorer Position 
(Graph. 5).  
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Graphik 5: Einfluss der Implantatlokalisation auf die 
Gewebsreaktion. Die temporal implantierten 
Kollagenimplantate zeigten einen größeren Anteil hoher 
Gesamtzellzahlen als die in superiorer Position 
implantierten. 
4.4.9 Zusammenfassung 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Gewebsschnitte des bovinen Kollagens 
im Intermediär- und Langzeitverlauf höhere durchschnittliche Gesamtzellzahlen (Tab. 
12) und überwiegend Zellen der akuten und chronischen Entzündung oder Zellen der 
Fremdkörperreaktion (Graph. 2) aufwiesen. Die Implantationsareale des Polyamids 
zeigten meist niedrigere Gesamtzellzahlen (Graph. 1) und sehr hohe Riesenzellzahlen 
(Graph. 3), die mit einer granulomatösen Entzündung assoziiert sind.  
 Die Untersuchung des Degradierungsverhaltens ergab, dass innerhalb von fünf 
Wochen eine nahezu vollständige Degradierung der bovinen Kollagenfolien stattfand, 
während die Polyamidfolien nicht vollständig abgebaut, sondern in das umliegende 
Gewebe integriert wurden. Weiterhin zeigte sich, dass die Degradierung der 
Kollagenimplantate mit einer Pigmentierung einherging. 
 Beide Materialien zeigten zudem im Verlauf die Ausbildung eines 
Ersatzgewebes in Form einer Einkapselung bzw. der Ausbildung eines 
Granulationsgewebes. Die Einkapselung war in den Implantationsgebieten der 
Kollagenfolien deutlich stärker ausgeprägt und bildete sich innerhalb von fünf Wochen 
wieder zurück. Ein Granulationsgewebe fand sich im Bereich der Kollagenfolien erst 
spät, was auf eine Degradierung des Materials hinweist. Die Polyamidfolien zeigten 
hingegen schon nach einer Woche die Ausbildung eines Granulationsgewebes. Dies 
zeigt eine Integration des Materials in die Umgebung an. 
4. Ergebnisse  61 
Beide Materialien wiesen eine Neovaskularisation der Implantationsareale auf, die auf 
eine Organisation bzw. die Ausbildung eines Granulationsgewebes zurückzuführen ist. 
Die bovinen Kollagenfolien zeigten zunehmend hämorrhagische Implantationsareale, 
während der Anteil der hämorrhagischen Gewebsschnitte beim Polyamid im Verlauf 
abnahm. 
 Zusätzlich zu den untersuchten Kriterien konnte ein Einfluss der 
Implantationstechnik und bei den Kollagenfolien auch der Implantatlokalisation auf die 
Gewebsreaktion nachgewiesen werden.  
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Abbildung 30: Zusammenfassende Übersicht der histologischen Bilder der beiden 
Materialien über den Zeitverlauf. 
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Die altersbedingte Makuladegeneration ist die häufigste Ursache für einen zentralen 
Visusverlust bei Patienten über 60 Jahren (Klaver et al., 2001; Friedman et al., 2004; 
Pascolini et al., 2004). Sie kann sich als nicht-exsudative, sog. trockene, oder als 
exsudative, sog. feuchte Form, manifestieren. Die feuchte Makuladegeneration ist mit 
der Ausbildung von choroidalen Neovaskularisationen assoziiert, während die trockene 
Makuladegeneration sich durch die Ausbildung einer geographischen oder areolären 
Pigmentepithelatrophie auszeichnet (Green, 1985). 
 Trotz intensiver Forschung existiert bislang keine evidenzbasierte, kurative 
Behandlungsmethode für Patienten mit altersbedingter Makuladegeneration. Die 
meisten bereits vorhandenen Therapieansätze eignen sich zudem nur für die feuchte 
Form der Erkrankung (Costa et al., 2006; Rosenfeld et al., 2006; Cangemi, 2007). Eine 
anatomische Rekonstruktion des subretinalen Raums durch RPE-Transplantation stellt 
den derzeit aussichtsreichsten kurativen Therapieansatz bei fortgeschrittenen 
Erkrankungsstadien der trockenen AMD mit intakten Photorezeptoren dar.  
 Die subretinale Transplantation von RPE in Form einer Suspension erwies sich 
jedoch nur bedingt als erfolgreich, da die RPE-Zellen nicht an die Bruch’sche Membran 
adhärieren, keine Monolayer ausbilden und nicht die richtige Architektur zwischen 
Bruch’scher Membran und Retina wiederherstellen konnten (Gouras et al., 1985; Li & 
Turner, 1991). Aktuell versucht man daher RPE-Zellen im präformierten Zellverband 
auf einem Substrat zu transplantieren.     
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei potentielle Trägermaterialen getestet: natürlich 
gewonnenes bovines Kollagen und synthetisch hergestelltes Polyamid.  
 Das Trägermaterial, das als Substrat dienen soll, muss viele Kriterien erfüllen. 
Es sollte u.a. möglichst biodegradierbar und nicht immunreaktiv sein. Die meisten 
bisher getesteten natürlichen und synthetischen Trägermaterialien sind zwar nicht 
zytotoxisch (Thumann et al., 1997; Giordano et al., 1997; Nicolini et al., 2000; Singh et 
al., 2001), jedoch oft nicht gut verfügbar (Del Priore & Tezel, 1998) oder nur 
eingeschränkt manipulierbar (Hartmann et al., 1999; Nicolini et al., 2000; Ohno-Matsui 
et al., 2006). Weiterhin wird eine Substratdicke von 2-3 µm, entsprechend der 
physiologischen Dicke Bruch’schen Membran, als optimal betrachtet. Ho & Del Priore 
führten Versuche mit autologer EZM von RPE-Zellen durch. Diese eignete sich jedoch 
nur bedingt zur subretinalen Transplantation, da die Membrandicke mit ca. 100 µm die 
tolerierbare Dicke deutlich überstieg (Ho & Del Priore, 1997). Die in dieser Arbeit 
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untersuchten Materialien liegen hingegen liegen mit 45-50 µm beim Kollagen und ca. 
20 µm Vliesdicke des Polyamids in einer deutlich besseren Dimension vor. 
Die hier untersuchten bovinen Kollagenmembranen zeigten gute freitragende 
Eigenschaften, wohingegen die meisten bisher untersuchten Materialien auf 
zusätzliche Träger bzw. Unterlagen angewiesen sind (Giordano et al., 1997; Singh et 
al., 2001). So verwendeten Lu et al. ultradünne Kollagenfolien, auf denen sie RPE-
Zellen mit einem epithelialen Phänotyp kultivieren konnten, die die Fähigkeit zur 
Phagozytose von Photorezeptoraußensegmenten besaßen. Die Kollagenmembranen 
lagen jedoch nicht freitragend, sondern auf einer Teflonunterlage vor (Lu et al., 2007).  
 Verglichen mit den Polyamidfolien wiesen die Kollagenfolien eine glattere und 
homogenere Oberfläche und eine höhere Autostabilität auf, die eine leichte 
Handhabung während des Transplantationsprozesses ermöglichte und ein ungewolltes 
Aufrollen verhinderte. Sowohl die Polyamidfolien als auch andere Materialien wie z.B. 
die Amnionmembran und die anteriore Linsenkapsel ließen sich hingegen während der 
Implantation nur schwer manipulieren, da sie eine klebrige Konsistenz aufwiesen, bzw. 
dazu neigten sich zusammenzurollen (Hartmann et al., 1999; Nicolini et al., 2000; 
Ohno-Matsui et al., 2006).  Zudem zeigten die bovinen Kollagenfolien eine höhere 
Transparenz als die Polyamidfolien. Dies ist nicht nur für die subretinale, sondern auch 
für eine denkbare korneale Anwendung, z.B. zur Therapie von Korneaverletzungen 
von Vorteil. Schließlich nahm das Kollagen leicht hydrophile Stoffe auf (DTAF-
Färbung) und eignet sich somit möglicherweise auch als Medikamenten-Carrier für 
hydrophile Pharmazeutika (Friess, 1998).  
In der Zellkultur bildeten sich auf den bovinen Kollagenfolien, wie bereits von anderen 
Forschungsgruppen (Lu et al., 2007; Thumann et al., 2009) nachgewiesen, ARPE-19 
Zell-Monolayer mit typischer Zellmorphologie und differenzierten Zelleigenschaften 
aus. Bhatt et al. konnten auf unvernetzten Rattenkollagensheets ebenfalls die 
Ausbildung eines RPE-Monolayers nachweisen. Sechs Wochen nach subretinaler 
Transplantation der Zellen auf dem Trägermaterial fanden sie eine beginnende 
Degradierung bzw. Anpassung der Kollagenfolien an die Form der Bruch’schen 
Membran, während RPE-Zellen die Form des Monolayers beibehielten. Eine 
Entzündungsreaktion wurde nicht beobachtet (Bhatt et al., 1994). 
 Auch auf Polyamidmembranen konnten, wie von anderen Forschungsgruppen 
beschrieben (Giordano et al., 1997; Singh et al., 2001), Bereiche mit konfluentem 
Zellwachstum nachgewiesen werden. Zwei häufig als Scaffold zur RPE-
Transplantation eingesetzte synthetische Polymere sind Polylactid-co-Glycolid (PLGA) 
und Poly-L-Lactid (PLLA). Sie haben sich als gute Grundlage zur Kultivierung von RPE 
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mit normaler RPE-Morphologie erwiesen (Thomson et al., 1996; Giordano et al., 1997; 
Lu et al., 2001). Jedoch zeigte sich in der Zellkultur eine weniger gute Zelladhäsion 
und eine geringere Vitalität der Zellen auf den Polyamidfolien. Zudem wuchsen die 
Zellen auf den Polyamidmembranen häufig in unphysiologisch dreidimensionaler 
Struktur und wiesen Anzeichen von „Blebbing“ der Zellmembran auf. Diese 
morphologische Veränderung stellt einen Hinweis auf präapoptotische Zellen dar 
(Boudriot et al., 2004).  
 Neeley et al. hingegen konnten bei auf Polyglycerolsebacate (PGS) kultivierten 
retinalen Progenitorzellen eine Tendenz zur Differenzierung nachweisen. Dies könnte 
im Hinblick auf eine Transplantation in den subretinalen Raum von Vorteil sein (Neeley 
et al., 2008). Auch kann man Wachstumsfaktoren und andere Substanzen zu den 
Polymersubstraten hinzufügen, um Wachstum und Funktion der RPE-Zellen zu 
modulieren (Thomson et al., 1996). Williams et al. konnten zeigen, dass die 
Oberflächeneigenschaften der Polymere durch Behandlung mit Glas- und Luftplasmen 
verändert werden können, so dass sie eine bessere Anlagerungsgrundlage für RPE-
Zellen bieten (Williams et al., 2005).  
 Der Grund für die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene schlechtere 
Anlagerung und Morphologie der Zellen auf den Polyamidfolien liegt wahrscheinlich in 
der dreidimensionalen Struktur des Polyamids. Es ist daher besser für die Kultur von 
Zellen geeignet, die nicht wie RPE-Zellen Monolayer bilden, sondern sich im 
dreidimensionalen Raum ausbreiten, wie z.B. Nervenzellen (Delgado-Rivera et al., 
2009). 
In der in vivo Testung der subkonjunktivalen Biokompatibilität konnte eine 
ausreichende Biokompatibilität des bovinen Kollagens nachgewiesen werden. Die 
klinische Verlaufsbeobachtung zeigte, dass sich die Kollagenimplantate häufiger 
entzündeten als die Polyamidimplantate. Diese Beobachtung bestätigte sich in der 
histologischen Beurteilung: in den Gewebsschnitten des mittleren und Langzeitverlaufs 
der bovinen Kollagenimplantate wurden höhere Gesamtzellzahlen nachgewiesen. Im 
Gegensatz zu den Ergebnissen einiger anderer Arbeitsgruppen (Robinson et al., 
1990), die nach zwei Wochen einen Rückgang der akuten Entzündungsreaktion 
bemerkten, fand sich in den Implantationsgebieten des bovinen Kollagens auch nach 
fünf Wochen noch eine moderate akute bzw. chronische Entzündung. 
Übereinstimmend mit anderen Forschern (Cloft et al., 2000; Zhao et al., 2000) konnte 
eine Infiltration durch Mono- und Phagozyten im Implantationsgebiet nachgewiesen 
werden, die auf eine Fremdkörperreaktion hinweist.  
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Es muss jedoch bedacht werden, dass in der vorliegenden Arbeit nur Verläufe bis zu 
fünf Wochen untersucht wurden. Andere Untersucher, die equine Kollagenfolien 
subkonjunktival implantierten, fanden zu diesem Zeitpunkt ebenfalls eine erhöhte 
Zellzahl, diese war jedoch im Langzeitverlauf von 6- 16 Wochen vollständig rückläufig 
(Salz, 2010). Es ist daher zu erwarten, dass sich die beobachtete hohe Zellzahl bei 
längerer Beobachtungsdauer deutlich zurückbilden würde. Weiterhin konnten im 
Bereich während des Implantationsvorgangs gefalteter Kollagenfolien besonders 
starke Zellinfiltrationen nachgewiesen werden. Da die Folien, die zur klinischen 
Anwendung genutzt werden sollen, kleinere Ausmaße haben, ist davon auszugehen, 
dass diese beim Vorgang der Implantation nicht gefaltet werden und somit eine 
geringere bis keine Zellreaktion hervorrufen. Zusätzlich ist zu bedenken, dass die hier 
implantierten Probekörper mit einer Oberfläche von ca. 4 Quadratmillimetern (mm2) im 
Vergleich zu den therapeutisch benötigten Implantaten deutlich größer sind. Ein 
kleineres Implantat wird in weniger Degradierungsprodukte zerlegt und erfährt seltener 
eine Auffaltung im Implantationsprozess, weshalb von einer besseren Biokompatibilität 
auszugehen ist. Zudem konnte in der histologischen Auswertung übereinstimmend mit 
Ayyala et al. eine Beeinflussung der Gewebsreaktion durch die Implantationstechnik 
nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass raue Bereiche der Materialien, die durch 
die Manipulation mit der Pinzette hervorgerufen wurden, zu einer vermehrten 
Anlagerung von Zellen führten (Ayyala et al., 2000). Zusätzlich stellte sich heraus, dass 
auch aufgesplitterte Bereiche oder Bruchenden eine gesteigerte Zellinfiltration zur 
Folge hatten. Dies ist darauf zurückzuführen, dass die Zellen an rauen bzw. 
gebrochenen Stellen besser adhärieren und das Material leichter abbauen können.  
 Während klinisch nur selten eine Einkapselung der Kollagenfolien beobachtet 
wurde, zeigte sich in der histologischen Auswertung eine zunehmend ausgeprägte 
fibröse Kapselbildung im Bereich der Kollagenimplantate, die nach fünf Wochen 
rückläufig war. Ähnliche Beobachtungen machten auch Cloft et al. mit bovinem 
Kollagen Typ I- Stents, die sie in die abdominelle Aorta von Kaninchen implantierten 
(Cloft et al., 2000) und Robinson et al., die Kollagen-Schaum-Stopfen (Gelfoam) in 
Lunge und Muskel von Kaninchen transplantierten (Robinson et al., 1990).  
 Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kollagenfolien zeigten bereits nach 
einer Woche deutliche Abbauerscheinungen, die kontinuierlich zunahmen. Nach fünf 
Wochen waren sie fast vollständig degradiert. Es ist davon auszugehen, dass die 
Degradierung im klinischen Bereich genutzter, kleinerer Folien aufgrund einer 
geringeren Anzahl an Degradierungsprodukten noch früher abgeschlossen ist und 
kleinere Folien daher eine bessere Biokompatibilität aufweisen. Einen ähnlich frühen 
Beginn der Degradierung und eine vergleichbare Degradierungsrate fanden auch Chen 
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et al., die 1%-ige Kollagen-Chondroitin-6-Sulfat-Kopolymere subkonjunktival in 
Kaninchen (Chen et al., 2006), Zhao et al., die bovines Kollagen subkutan in Ratten 
(Zhao et al., 2000) und Hsu et al., die Kopolymersheets aus bovinem Kollagen und 
Chondroitin-6-Sulfat episkleral in Kaninchen implantierten (Hsu et al., 2000). Der 
Abbau der Kollagenfolien ging klinisch mit einer Pigmentablagerung einher. In der 
histologischen Untersuchung stellte sich heraus, dass es sich bei den 
Pigmentablagerungen um sog. Melanophagen handelt, die das über die Vortexvenen 
von der Choroidea verlagerte Melaninpigment phagozytiert hatten. Die Ausbildung 
eines Granulationsgewebes, das auf eine Organisation des Gewebes hinweist, fand 
sich in den Gewebsschnitten der Kollagenmembranen erst am Ende des 
Beobachtungszeitraums.  
 Obwohl das bovine Kollagen nach subkonjunktivaler Implantation eine 
moderate chronische Entzündungsreaktion zeigte, ist es wahrscheinlich, dass es 
aufgrund des Immunprivilegs im subretinalen Raum nur eine geringe 
Entzündungsreaktion induziert und daher subretinal gut toleriert wird. Zudem kann 
davon ausgegangen werden, dass speziesspezifische Unterschiede der 
Biokompatibilität vorliegen. So kultivierten Thumann et al. erfolgreich porcine 
Pigmentepithelzellen auf equinen Kollagenfolien. Die RPE-Zellen bildeten ein 
adhärentes Monolayer und differenzierte Zelleigenschaften wie Pigmentierung und 
apikale Mikrovilli aus (Thumann et al., 2006). In einer weiteren Arbeit zeigte das equine 
Kollagen sowohl im Kurz- als auch Langzeitverlauf nur sehr geringe bis gar keine 
Entzündungsreaktionen und somit eine deutlich bessere subkonjunktivale und 
subretinale Biokompatibilität im Kaninchen (Salz, 2010). Die bovinen Kollagenfolien 
werden möglicherweise in der klinischen Anwendung besser vertragen, da es sich bei 
der Entzündungsreaktion um eine speziesspezifische Abstoßungsreaktion des 
Kaninchens gegenüber dem bovinen Kollagen gehandelt haben könnte. Weiterhin 
werden die mechanischen Eigenschaften und die Konsistenz von Kollagenmatrizes 
durch physikalisch-chemische Eigenschaften, Konzentrationen, räumliche Anordnung 
und Interaktionen der einzelnen Kollagenbestandteile bestimmt (Kadler et al., 1996). 
Im Zuge der Folienproduktion können diese verändert und so z.B. Steifigkeit oder 
Quervernetzungen der Kollagenfolien beeinflusst werden. Dies führt wiederum zur 
Verringerung der Degradierungsproduktanzahl, die eine Minimierung der 
Entzündungsreaktion zur Folge haben kann (van Luyn et al., 1992; Rothamel et al., 
2005; Weadock et al., 2006). Das bovine Kollagen ist somit für eine Anwendung im 
subretinalen Raum geeignet.  
 Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Polyamidfolien wiesen in der in vivo 
Testung eine gute subkonjunktivale Biokompatibilität auf. In den meisten Fällen lösten 
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sie nur eine geringe oder gar keine Entzündungsreaktion aus. Auch die meisten 
anderen Arbeitsgruppen, die mit Polymeren arbeiteten, beobachteten blande Verläufe 
oder eine vorübergehende lokale Entzündungsreaktion aufgrund der Verletzung durch 
den Implantationsvorgang ohne histologische Zeichen einer chronischen Entzündung 
oder irreversibler Gewebsveränderungen (Bernatchez et al., 1994; Zignani et al., 1998; 
Zhao et al., 2000). Sundback et al. hingegen fanden im Bereich ihrer PLGA-Implantate 
Zellen der chronischen Entzündung, die sie jedoch auf die Degradierungsart und -
produkte des PLGA zurückführten (Sundback et al., 2005). Konsistenz, (Oberflächen-
)eigenschaften und Degradierungsrate der Polyamidmembranen lassen sich leicht 
durch Veränderung ihrer Zusammensetzung beeinflussen (Lee et al., 2003; Park et al., 
2007). So kann die Degradierungsrate durch Veränderung des Laktat/ Glykolsäure-
Verhältnis und Molekulargewicht an die Ausbildung eines RPE-Monolayers angepasst 
werden (Giordano et al., 1997; Lu et al., 2001). Im Bereich einiger Polyamidimplantate 
des mittleren und Langzeitverlaufs wurden sehr viele eosinophile Granulozyten 
nachgewiesen. Mögliche Erklärungen für diese Zellzahlerhöhung sind die hydrophoben 
Polymere selbst (Bernatchez et al., 1994), aber auch ein pseudoeosinophiler Charakter 
der neutrophilen Granulozyten beim Kaninchen (Zignani et al., 1998). 
Übereinstimmend mit anderen Gruppen (Ayyala et al., 2000; Zhao et al., 2000), 
konnten zudem in den Gewebsschnitten einiger Polyamidimplantate hohe 
Riesenzellzahlen nachgewiesen werden, die auf eine granulomatöse Entzündung 
hinweisen und durch eine physiologische Reaktion des Immunsystems auf 
Fremdmaterial erklärt werden können (Altman et al., 2003).  
 Wie in mehreren anderen Studien nachgewiesen (Bernatchez et al., 1994; Zhao 
et al., 2000; Acosta et al., 2006), zeigte sich in den Gewebsschnitten der 
Polyamidfolien keine bzw. nur eine dünne Einkapselung der Folien. Bereits früh fand 
sich die Ausbildung eines Granulationsgewebes, das eine Organisation des Gewebes 
und eine Integration des Polyamids in das umliegende Gewebe anzeigt und eine 
Einkapselung unnötig macht. Diese Beobachtung machten auch Zhao et al. (Zhao et 
al., 2000). Die Polyamidfolien der vorliegenden Studie, degradierten meist erst sehr 
spät und zeigen über den Beobachtungszeitraum eine starke Dickenzunahme, die auf 
die Struktur des Polyamids und seine Fähigkeit der reversiblen Flüssigkeitsaufnahme 
(Osada & Gong, 1998) zurückzuführen ist. Dies fanden auch Lee et al., die mit PLGA- 
Hybridfolien arbeiteten (Lee et al., 2003) und Sundback et al., die ebenfalls PLGA 
untersuchten (Sundback et al., 2005). Die Integration des Materials in seine Umgebung 
ließe sich zur Unterstützung einer Defektheilung, z.B. im Bereich der Glaukomtherapie 
nutzen (Ayyala et al., 1999; Ayyala 2000; Acosta et al., 2006) und ist zudem bei 
subretinaler Transplantation von Vorteil.  
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Aufgrund seiner physikalischen Eigenschaften und der Zellkulturergebnisse, ist 
Polyamid jedoch als Trägermaterial zur subretinalen Transplantation weniger gut 
geeignet als Kollagen.  
Ti et al. und Spira et al. postulierten, dass eine Gewebsreaktion nicht zwingend durch 
das Implantatmaterial selbst, sondern z.B. auch durch andere in den 
Implantationsvorgang involvierte Materialien wie z.B. Nähte (Ti et al., 2002)  oder 
Fremdproteine (Spira et al., 1994) ausgelöst werden kann. Eine Abhängigkeit der 
Biokompatibilität von Implantations- bzw. Injektionsstelle und Reinigungsgrad bzw. 
Sterilisationsmethode wurde auch von Bernatchez und Zignani et al. nachgewiesen 
(Bernatchez et al., 1994; Zignani et al., 1998). 
 Die in dieser Arbeit in einigen Gewebsschnitten vorliegenden isolierten 
Entzündungen im Nahtbereich müssen daher nicht auf das Implantat-, sondern auf das 
Nahtmaterial zurückgeführt werden. Die starke Entzündung aller drei Implantate bei 
einem Tier der Polyamidgruppe, wurde demnach ebenfalls nicht durch das 
Implantatmaterial selbst hervorgerufen. Ursächlich ist sehr wahrscheinlich eine 
Verunreinigung des Materials mit Fremdproteinen, da in der histologischen 
Untersuchung im Bereich der stark entzündeten Implantate im Gegensatz zu den 
anderen Implantaten vor allem akute Entzündungszellen vorliegen.  
Schließlich fiel sowohl in der klinischen, als auch in der histologischen Auswertung auf, 
dass sich die Kollagenimplantate in temporaler Position häufiger und stärker 
entzündeten und anschließend schneller abgebaut wurden als die Kollagenimplantate 
in superiorer Position. In den Gewebsschnitten der Polyamidimplantate hingegen 
zeigte sich keine Häufung der Entzündungsreaktionen im Bereich der temporalen 
Folien.  
 Es kann vermutet werden, dass die Häufung der Entzündungsreaktionen im 
Bereich der temporalen Kollagenimplantate durch stärkere Reibungskräfte bzw. 
vermehrte Mikromotion im temporalen Bereich des Auges oder aber durch den 
Lidschlag verursacht wurde. Möglicherweise weist Polyamid eine so gute 
Biokompatibilität auf, dass es auch bei Reibung im Implantationsgebiet nicht zur 
Auslösung einer inflammatorischen Reaktion führt. Ayyala et al. und Lloyd et al. 
zeigten, dass es durch Mikromotion zu einer Gewebsirritation bzw. Entzündung im 
Bereich von Biomaterialien kommen kann (Ayyala et al., 2000; Lloyd et al., 2001). 
Zudem fanden Ti et al. eine vermehrte Entzündung von Implantaten im nasalen 
Quadranten des Auges von Kaninchen aufgrund des dort vorliegenden dritten 
Augenlids (Ti et al., 2002). Eine weitere mögliche Erklärung für die höhere 
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Infektionsanfälligkeit der temporalen Kollagenimplantate ist, dass sie im Gegensatz zu 
den superioren Implantaten nicht durch das Oberlid geschützt waren.  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass beide Materialien einen Großteil der an 
sie gestellten Anforderungen erfüllen. Vor einer klinischen Anwendung sind jedoch 
weitere Untersuchungen notwendig. Ein zu bestimmender Parameter ist beispielsweise 
die Diffusionskapazität, die die Möglichkeit der Nährstoffversorgung durch das 
Implantat hindurch beschreibt. Zusätzliche in vitro Studien, wie die Testung der 
Barriereeigenschaften der Zellen auf dem Material anhand des transepithelialen 
Widerstands oder die Kultivierung von primären RPE-Zellen auf dem Material sollten 
durchgeführt werden, um Aufschluss über Einflüsse der Biomaterialien auf die 
Zellfunktion zu geben. Schließlich müssen zur Abschätzung der Verträglichkeit im 
subretinalen Raum weitere in vivo Studien durchgeführt werden, die eine subretinale 
Transplantation am Tiermodell mit Langzeitverläufen länger als fünf Wochen 
beinhalten. 
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6. Zusammenfassung 
Die bovinen Kollagenmembranen zeigen sehr gute physikalische Eigenschaften und 
lassen sich komplikationslos implantieren. In der Zellkultur erweist sich Kollagen als 
zytokompatibel und fördert Wachstum, Ausbreitung und Vitalität der RPE-Zellen. 
Weiterhin weist bovines Kollagen eine hohe Degradierungsgeschwindigkeit auf, die bei 
subretinaler Transplantation erwünscht ist. Zu beachten ist die persistierende moderate 
inflammatorische Reaktion auf histologischer Ebene. Da jedoch aufgrund einer 
verminderten Zahl an Degradationsprodukten und keiner Faltung bei kleineren Folien, 
speziesspezifischer Unterschiede der Biokompatibilität und des Immunprivilegs im 
subretinalen Raum, von einer reduzierten Immunreaktion im klinischen Bereich 
auszugehen ist, ist das bovine Kollagen für die subretinale Anwendung im Auge 
geeignet. 
 Polyamid weist weniger gute physikalische Eigenschaften auf und unterstützt in 
der Zellkultur keine vitalen, konfluenten Monoschichten, wie sie für die Transplantation 
eines Zellsheets erforderlich sind. Bei subkonjunktivaler Transplantation des Materials 
zeigt sich, dass es sich schnell in das umliegende Gewebe integriert. Diese 
Eigenschaft zusammen mit seiner netzartigen Struktur, die eine Diffusion durch das 
Material begünstigt, ist bei subretinaler Transplantation grundsätzlich von Vorteil. 
Aufgrund der geringeren Autostabilität und der Zellkulturergebnisse ist die Verwendung 
von Polyamid als Zellträger zur subretinalen Anwendung jedoch weniger geeignet als 
Kollagen. Da Polyamid eine gute Biokompatibilität aufweist, ist eine Anwendung in 
nicht-immunpriviligierten Bereichen denkbar. Eine Möglichkeit wäre die Nutzung in 
Form eines 3D-Scaffold als Leitstruktur für primäre Zellen im zentralen Nervensystem. 
Hier könnte auch die große Anlagerungsfläche, die durch die kontinuierliche 
Auflockerung des Materials und seine faserige Struktur zustande kommt, von Vorteil 
sein.  
 Abschließend kann gesagt werden, dass beide untersuchten Biomaterialien die 
grundsätzlichen Anforderungen an ein zur Zelltransplantation in den subretinalen 
Raum genutztes Trägermaterial erfüllen und daher zur RPE-Transplantation bei 
altersbedingter Makuladegeneration geeignet erscheinen. Jedoch müssen weitere 
Untersuchungen und eine Optimierung der Materialeigenschaften erfolgen, bevor sie 
im klinischen Bereich zur Anwendung kommen können.   
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